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“E os que foram vistos dançando foram julgados insanos 
pelos que não conseguiam ouvir a música. ” 
 
Friedrich Nietzsche  
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R E S U M O  
Os insetos aquáticos são excelentes bioindicadores, pois respondem de 
alguma forma aos fatores que alteram o meio ambiente. Porém o uso destes 
insetos na avaliação ambiental  tem sido altamente impedido frente à falta de 
imaturos identificados a nível de espécie, devido aos estágios imaturos não 
possuem características morfológicas dignósticas muito marcantes, como 
apresentam na fase madura. De forma a reverter esse quadro, este trabalho 
teve como objetivo, utilizar ferramentas moleculares, em conjunto com a 
taxonomia alfa, para acelerar os processos de identificação e associação dos 
imaturos com estágios adultos, no qual foi analisado um fragmento do gene 
mitocondrial COI, também conhecido por barcode, para delimitação de 
espécies. Ao todo 221 sequências das ordens Odonata, Plecoptera e 
Trichoptera foram analisadas, apresentando média das divergências genéticas 
intraespecíficas de aproximadamente 1%, no qual foi possível o resgate de  
vinte associações entre estágios imaturos e seus respectivos representantes 
adultos, sendo que destas associações, nove não possuem o estágio descrito 
na literatura: quatro associações em Odonata, uma em Plecoptera e quatro em 
Trichoptera. Validano assim, a utilização do barcode, em conjunto com a 
taxonomia alfa, para análises com foco na delimitação de espécies  dos grupos 
de insetos aquáticos. 
 
 




A B S T R A C T  
Aquatic insects are excellent environmental bioindicators , by the fact that 
they respond in some way to the factors that alter the environment. However, 
its use as a biomarker has been highly hindered due to lack of immature 
identified to species level, due to the immature stages do not have remarkable 
morphological characteristics, as they present in the mature phase. In order to 
reverse this, this study aimed to use molecular tools, together with the alpha 
taxonomy, to accelerate the identification and association of immature stages 
with adult stages, in which a mitochondrial gene fragment analysis, COI, also 
known as barcode, acts supporting the species delimitation. A total of 221 
sequences, of the orders Odonata, Plecoptera and Trichoptera, were analyzed, 
with a mean intraspecific genetic divergence was approximately 1%, in which it  
was possible to rescue twenty associations between immature stages and their 
respective adult representat ives, in which nine of these, do not have the stage 
described in the literature: four associations for Odonata, one for Plecoptera 
and four in Trichoptera. Validating in this way, the use of the barcode, together 
with the alpha taxonomy, for analyzes focused on the delimitation of species of 
groups of aquatic insects.  
 
K E Y - W O R D S :  Stages association; COI; barcode; Aquatic insects.  
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Animais aquáticos sempre se mostraram objeto de extremo deslumbre 
para o homem, seja pela beleza e magnitude que os envolvem, com as suas 
mais variadas cores, formas e tamanhos, ou pelo fascínio do desconhecido 
e consequente curiosidade por seus hábitos. Afinal, diferentemente de nós 
terrestres, a peculiaridade de uma vida submersa cria por si só, um estado 
de singularidade e interesse súbito que outros ambientes dificilmente 
conseguem oferecer. 
Exemplo de tal peculiaridade são as inúmeras espécies de animais 
que habitam as águas continentais de todo o planeta. Estima -se que 
aproximadamente 100.000 espécies habitem os ecossistemas dulçaquícolas 
(Balian et al. 2007). Em Hexapoda, os populares insetos, não é diferente.  
Uma vasta diversidade de insetos vem sendo catalogada, com 
representantes que habitam praticamente todos os ambientes aquáticos do 
planeta, sejam eles continentais ou oceânicos, rios ou lagos, inclusive 
reservatórios hídricos de plantas, como bromélias e ocos de árvores,  cerca 
de 60.000 espécies estão registradas para o mundo (Corbet 1983). A esses 
insetos que assim o fazem, chamamos de insetos aquáticos.  
 
1. OS INSETOS AQUÁTICOS 
Os insetos aquáticos são aqueles que, em pelo menos algum dos 
estágios de seu desenvolvimento, vivem em ambientes dulçaquícolas ou 
marinhos, podendo ser tanto na fase imatura, as larvas, na fase madura, de 
indivíduos adultos, ou até mesmo em ambas (Corbet 1983). Na natureza o 
mais comum de se observar são espécies que apresentam a fase imatura do 
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seu ciclo de vida aquática e adultos terrestres/alados, focados em 
acasalamento e dispersão (Dodds 2002).  
Existem cerca de 14 ordens de insetos que se enquadram nessa 
perspectiva (Ferreira-JR et al. 2014), onde algumas possuem ciclos de vida 
estritamente aquáticos e outros parcialmente (Figura 1). Estes animais não 
formam um grupo monofilético, a colonização do ambiente aquático ocorreu 
de forma independente entre as linhagens, adquirindo, portanto, diferentes 
estratégias adaptativas (Hynes 1970a; Merritt & Cummins 1996). 
Assim como os outros animais aquáticos, estes insetos são fortemente 
influenciados por fatores abióticos como valor do pH, quantidade de oxigênio 
dissolvido, velocidade da correnteza, temperatura e profundidade da água, 
penetração de luz e o tipo de substrato que habitam (Ward 1992).  
Tais características geraram uma série de adaptações fisiológicas 
para o grupo (Hynes 1970b; Merritt & Cummins 1996), permitindo assim a 
ocupação de ambientes lóticos, os ambientes que apresentam fluxo de água, 
como rios e riachos; ambientes lênticos, com pouca ou nenhuma correnteza; 
Figura 1: Representação das ordens, e classe Collembola, de insetos aquáticos. Em azul as ordens 
restritamente aquáticas, onde todas as espécies possuem pelo menos uma fase aquática; em amarelo as 
ordens parcialmente aquáticas, aquelas que nem todas as espécies possuem uma fase aquática; E em 
verde as ordens semiaquáticas, onde os indivíduos estão associados a água, mas não possuem fases de 
desenvolvimento com dependência permanente do meio aquático, estando apenas associados a este 
ambiente, por exemplo, para fins de alimentação (Ferreira-JR et al. 2014). 
17 
 
ou semilóticos, definido por alguns autores como um intermediário entre os 
outros dois outros ambientes citados (e.g. Carvalho & Nessimian 1998). 
Somado a isso, a vasta plasticidade fenotípica lhes permitiu conquistar os 
mais diversos nichos ecológicos, de forma que é possível encontrá -los 
associados ao substrato ou dispersos na coluna d’água, sob os mais 
variados hábitos de vida: reptante, agarrador, escalador, fossador, nadador, 
mergulhador, patinador ou saltador (Salles & Ferreira -JR 2014) 
Por todo o mundo os sistemas de água, principalmente os de água 
doce, vêm sofrendo fortes impactos em função do progresso humano como 
avanço da urbanização, desmatamento, poluição e consumo, os quais por 
consequência geram a perda de uma biodiversidade que sequer foi 
conhecida. Estimativas apontam que aproximadamente 90% dos organismos 
do planeta ainda não foram descritos (Pimm & Raven 2000).  
De forma a estimar os impactos causados pela ação humana, muitos 
insetos aquáticos vêm sendo utilizados como ferramentas biológicas 
fundamentais em programas de avaliação e monitoramento da qualidade de 
água, devido à sua relação direta com este ambiente durante todo o seu ciclo 
de vida (Callisto 2000). Os insetos são tratados como bons bioindicadores, 
pois respondem de alguma forma aos fatores que alteram o meio ambiente 
(Goulart & Callisto 2003). 
O recurso de biomonitoramento oferecido por esse grupo de insetos 
tem sido extremamente proveitoso, pois permite monitorar a qualidade das 
águas continentais e auxilia a sua preservação (Alba-Tercedor 1996). 
Porém, existe um grande entrave nesta questão, uma vez que justamente os 
grupos que podem fornecer subsídios para os estudos de monitoramento e 
conservação também são os que apresentam uma alta escassez de 
informações taxonômicas e ecológicas (Melo 2014), o que dificulta a 
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realização de estudos mais precisos no que diz respeito ao controle da 
qualidade e conservação desses ambientes.  
A falta de conhecimento taxonômico para os insetos aquáticos pode 
ser explicada pelo fato de que esses organismos, geralmente, não envolvem 
uma importância socioeconômica significativa, como aquela observada por 
outros grupos como por exemplo o bicho da seda, abelhas, ou as pragas da 
agricultura, que estão a todo momento sendo estudadas por motivos 
econômicos, de controle, combate e intensificação das práticas 
agropecuárias (Gallo et al. 2002). A exceção neste caso são os dípteros, 
ordem das moscas e mosquitos, que são aquáticos e estão relacionados a 
uma série de doenças e demais transtornos aos seres humanos (e.g. Paula 
et al. 2015; Mucci et al. 2015). Por outro lado, conhecer melhor a diversidade 
de insetos aquáticos seria fundamental para a condução de estudos 
ambientais mais efetivos e assertivos, como ao se propor a recuperação de 
ecossistemas degradados, que poderia influenciar na conservação de toda 
a biodiversidade do planeta (Melo 2014).  
Das ordens que compõem o grupo de insetos aquáticos, cinco são 
classificadas com estritamente aquáticas, como apresentado previamente, 
onde todas as espécies apresentam pelo menos uma fase de seu 
desenvolvimento aquática. O presente estudo trará três delas como foco 
principal: Odonata, Plecoptera e Trichoptera.  
 
2. A ORDEM ODONATA 
Dentre os insetos aquáticos, um dos poucos grupos, senão o único, 
que possui um apelo social mais intensificado, são aqueles conhecidos 
popularmente como libélulas, ou também lava-bunda, lavadeira, zig-zag, 
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jacinta, entre outros (Souza et al. 2007). Estes animais pertencem a ordem 
Odonata (Figura 2) e estão entre os mais antigos insetos alados existentes, 
tendo sua origem no Permiano, há aproximadamente 300 milhões de anos 
(Neiss & Hamada 2014). 
Este grupo inclui o maior inseto que já viveu, a Meganeuropsis 
permiana, espécie fóssil cuja envergadura das asas media cerca de 70 
centímetros (Kalkman et al. 2007), enquanto seus atuais descendentes 
medem de 1,5 a 21 cm de comprimento total (Neiss & Hamada 2014).  
Os integrantes de Odonata são insetos hemimetábolos com larvas 
aquáticas e adultos terrestre-aéreos que apresentam excelente capacidade 
de voo, dado aos dois fortes pares de asas membranosas que possuem. Em 
todas as fases do seu ciclo de vida apresentam hábitos generalistas no que 
diz respeito a predação, se alimentando de presas que localizam 























Figura 2: Representantes da ordem Odonata em diferentes estágios de desenvolvimento: a) Adulto da 




Os adultos caçam em voo, capturam as presas com auxílio das fortes 
fileiras de espinhos presentes em suas pernas, podendo se alimentar de 
insetos, inclusive de outros Odonata. As larvas alimentam-se principalmente 
de outros artrópodes, larvas de peixes e de anfíbios (Souza et al. 2007). 
O termo odonata vem do grego odous, dente, e gnatha, mandíbula, o 
que reforça o fato da ordem possuir eficientes características predadoras. 
Em virtude de seus hábitos predadores, integrantes desta ordem são 
importantes na regulação da estruturação de teias alimentares nos 
ecossistemas aquáticos que eles habitam (Neiss & Hamada 2014).  
Os representantes desta ordem habitam praticamente todas as 
regiões biogeográficas do mundo, com exceção da Antártica (Kalkman et al. 
2007), e estão divididos em três subordens: Anisoptera, Zygoptera e 
Anisozygoptera. Enquanto a última encontra-se restrita à Ásia, as demais 
estão distribuídas em praticamente todos os continentes (Bridges 1994; 
Kalkman et al. 2007). 
Os adultos de Anisoptera podem ser diferenciados dos adultos de 
Zygoptera por apresentarem corpos relativamente maiores e por possuírem 
a base das asas anteriores e posteriores diferentes e, além disso, pousam 
com as asas abertas. Já os da subordem Zygopte ra possuem a base das 
asas semelhantes, e, de maneira geral, pousam com as asas fechadas sobre 
o dorso (Souza et al. 2007). 
As larvas dessas subordens também podem ser diferenciadas em 
função de suas características morfológicas, onde os anisóteras são 
caracterizados por apresentarem corpo mais robusto, cujos cercos, 
epiprocto e paraproctos formam uma pirâmide caudal. Já em Zygoptera, as 
21 
 
larvas geralmente são mais delicadas e apresentam epiprocto e paraproctos 
bem desenvolvidos, formando brânquias lamelares  (Mugnai et al. 2010). 
Existem para o mundo aproximadamente 6.000 espécies de Odonata 
(Trueman 2007), entretanto estudos recentes estimam que a riqueza deste 
grupo possa ser em torno de 7.000 (Kalkman et al. 2007). Zygoptera possui 
em torno de 2.700 espécies descritas, distribuídas em 19 famílias e 
Anisoptera 2.900 espécies, com 12 famílias (Kalkman et al. 2007). A 
estimativa para a Região Neotropical é de aproximadamente 1.700 espécies 
(von Ellenrieder 2009), das quais 220 são endêmicas, considerando as du as 
subordens. 
O Brasil conta com quase 800 espécies (Souza et al. 2007), 
distribuídas em 137 gêneros e 14 famílias: Amphipterygidae, Polythoridae, 
Calopterygidae, Dicteriadidae, Lestidae, Perilestidae, Megapodagrionidae, 
Pseudostigmatidae, Protoneuridae, Coenagrionidae, Aeshnidae, 
Gomphidae, Corduliidae e Libellulidae.  
O estágio larval pode durar entre algumas semanas a vários anos e 
compreendem de oito a 17 estádios, variando de acordo com a espécie 
(Neiss & Hamada 2014). As espécies que habitam fitotelmatas, por exemplo, 
devido a disponibilidade de água nestes ambientes não ser contínua durante 
todo o ano, possuem um desenvolvimento acelerado, em média entre um a 
quatro meses (Furieri 2008). No entanto, para a grande maioria das espécies 
que colonizam outros ambientes aquáticos, os ciclos de vida duram mais do 
que isso (Corbet 1999). 
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A sua emergência, mudança do estágio de larva para adulto, acontece 
quando a larva, já madura em seu último instar, se locomove para fora da 
coluna d’água, fixa-se em plantas aquáticas, pedras, troncos de árvores ou 
outros elementos que possam estar em seu entorno, e abandonam seu 
exoesqueleto (Figura 3) adquirindo assim sua nova forma física 
característica dos adultos desta ordem (Neiss & Hamada 2014).  
Após sua emergência, os adultos passam por um período de 
maturação sexual, variando de poucos dias a dois meses e concentram suas 
atividades na alimentação (Neiss & Hamada 2014). Algumas espécies 
possuem dimorfismo sexual, características únicas de machos e de fêmeas, 
geralmente relacionadas à coloração, onde os machos comumente são mais 
coloridos do que as fêmeas  (Corbet 1999; Carvalho & Calil 2000).  
O acasalamento em Odonata é extremamente interessante por 
apresentar características muito peculiares e exclusivas à ordem. O macho 
possui duas genitálias, uma genitália assessória complexa na parte ventral 
do segundo segmento abdominal e uma segunda, a verdadeira genitália, 
presente no nono segmento abdominal. Em um momento que antecede a 
cópula, o macho transfere o esperma da sua verdadeira genitália para o 




órgão copulador acessório, curvando seu abdômen e conectando o nono 
segmento com os segmentos iniciais (Neiss  & Hamada 2014). 
No momento da cópula, o casal passa por um período chamado 
“tandem” (Figura 4), onde o macho segura a fêmea pela parte posterior da 
região da cabeça utilizando os cercos e evitando assim a possibilidade de 
outro macho se acasalar com ela. A fêmea então curva seu abdômen 
permitindo a conexão da sua genitália, localizada no nono segmento, com a 
genitália acessória do macho, formando um elo muito característico em 
formato de “coração” (Corbet 1999).  
Esta ordem, como os demais insetos aquáticos, possui um importante 
papel ecológico e vem apresentando excelentes resultados quanto a sua 
utilização em programas de conservação da biodiversidade (Ferreira -
Peruquetti & De Marco 2002; Martini et al. 2013), na seleção de áreas 
prioritárias para conservação (Nobrega & De Marco 2011) e como 
ferramentas úteis para avaliar as condições dos ecossistemas aquáticos e 
terrestres (Samways & Steytler 1996, Akutsu et al. 2007, Silva et al. 2010). 




Odonata é um dos poucos grupos entre os insetos aquáticos que 
possui uma avaliação global do seu status de conservação (Clausnitzer et 
al. 2009), recentemente Strayer & Dudgeon (2010) incluíram Plecoptera 
neste rol. Na lista vermelha de Espécies Brasileiras Ameaçadas de Extinção, 
Odonata apresenta 18 espécies incluídas, sendo dez na categoria 
vulnerável, cinco em perigo, uma criticamente em perigo e duas 
possivelmente extintas (MMA 2014).  
Estes dados reforçam ainda mais a capacidade que os estudos com 
Odonata têm em atingir metas no que diz respeito a conservação, pois dentre 
todas as ordens que correspondem ao grupo dos insetos aquáticos, ela é a 
única que apresenta indivíduos carismáticos que despertam de fato grande 
interesse pelo público em geral, fazendo parte de lendas e folclores de 
diversas culturas em todo o mundo, desempenhando assim o papel de 
espécie bandeira dos ambientes aquáticos (Lenko & Papavero 1996). 
 
3. A ORDEM PLECOPTERA 
Um outro grupo que denota papel igualmente importante no que diz 
respeito à biodiversidade e suas implicações ecológicas, mas que, 
diferentemente dos Odonata, manifesta baixo ou nenhum apelo ao público, 
são os Plecoptera (Figura 5). Estes, inclusive, não apresentam nomes 
populares no Brasil, sendo conhecidos apenas pelo próprio nome da ordem 
ou pelo termo em inglês “stonefly”. 
Seus primeiros registros fósseis datam do Permiano, cerca de 300  
milhões de anos (Béthoux et al. 2011). Estão distribuídos por todos os 
continentes, exceto na Antártica (Fochetti & Figueroa 2008), desde o nível 
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do mar até 5.600 m de altitude (Romero 2001), e apresentam variados 
tamanhos corporais, com envergadura das asas variando entre 5 e 50 mm 
(Hamada & Silva 2014). 
Na maioria das espécies, a asa posterior possui um lobo anal que se 
dobra em forma de leque sobre o abdômen quando o inseto está em repouso; 
característica esta que dá nome à ordem: do grego pleco= entrelaçar, dobrar; 
pteron= asa (Froehlich 2012). Contudo, existem espécies com asas 
vestigiais ou até mesmo ápteras (Bispo & Crisci -Bispo 2006). 
Esse grupo de insetos aquáticos é formado por representantes 
hemimetábolos, que apresentam adultos alados com hábitos  crepusculares 
ou noturnos, sendo que algumas espécies podem ser diurnas (Romero 
2001), e imaturos quase exclusivamente aquáticos, com hábitos detritívoros, 
filtradores, coletores ou predadores (Froehlich 2012), sendo muitas espécies 
ecléticas em suas dietas (Stark et al. 2009). 
Espécimes desta ordem podem habitar margens pedregosas de lagos 
frios e raramente se adaptam ao ambiente terrestre, quando o fazem 























Figura 5:  Representantes da ordem Plecoptera, onde: “a” e “b” representam indivíduos adultos e “c” e 




as pedras, troncos ou galhos e folhas caídos no rio, tanto em corredeiras 
quanto em remansos (Froehlich 2009).  
A ordem é relativamente pequena, possui aproximadamente 3.500 
espécies descritas (Fochetti & Tierno de Figueroa 2008), distribuída em 16 
famílias, e está dividida em duas subordens: a Arctoperlaria, originada na 
Laurásia, com doze famílias; e a Antarctoperlaria, de origem gondwânica, 
com quatro famílias (Figura 6). Estes nomes fazem alusão a origem dos 
grupos e sua consequente distribuição no globo terrestre, onde a Subordem 
Arctoperlaria ocorre em todo o hemisfério norte, tendo Notonemouridae e 
Perlidae como as únicas duas famílias ocorrentes no hemisfério sul; 
enquanto Antarctoperlaria está mais restrita ao hemisfério sul, com exceção 
da África (Zwick 2000). 
No Brasil a ordem é composta apenas por duas famílias: 
Gripopterygidae (Antarctoperlaria) e Perlidae (Arctoperlaria). 
Gripopterygidae possui aproximadamente 280 espécies descritas para o 
Figura 6: Cladograma representando as relações flogenéticas entre as famílias de 
Plecoptera. Imagem modificada de Zwick (2000) 
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mundo, difundidas pelas regiões Neotropical e Australasiana (Fochetti & 
Tierno de Figueroa 2008). Quarenta e cinco espécies ocorrem no Brasil e 
estão distribuídas em quatro gêneros: Paragripopteryx (Enderlein 1909), 
Guaranyperla (Froehlich 2001), Tupiperla (Froehlich 1969) e Gripopteryx 
(Pictet 1841). 
Já a família Perlidae possui cerca de 1.000 espécies descritas, 
distribuídas nas regiões Neártica, Oriental, Paleártica, Afrotropical e 
Neotropical, sendo esta a família mais diversa conhecida entre os 
plecópteros, no qual Anacroneuria corresponde ao gênero mais diverso 
(Fochetti & Tierno de Figueroa 2008). No Brasil, esta família dispõe de 
aproximadamente 130 espécies descritas, as quais são pertencentes aos 
gêneros Anacroneuria  Klapálek 1909, Kempnyia Klapálek 1914, 
Macrogynoplax  Enderlein 1909 e Enderleina Jewett 1960 (Santos et al. 
2016). 
Quando adultos, boa parte das espécies desta ordem restringem suas 
atividades à proximidade dos corpos d’água em que emergem, devido ao voo 
fraco que possuem (Hynes 1976; Froehlich 1999; Romero 2001). A maioria 
das espécies possui vida adulta breve (Resh & Rosenbe rg 1984), em 
especial os Perlidae, que não se alimentam, pois possuem as peças bucais 
atrofiadas e fazem apenas a ingestão de água, tendo este grupo, como 
observado em condições laboratoriais, não mais que uma semana de vida 
(Hynes 1976). 
Já os Antarctoperlaria, que geralmente se alimentam da microflora 
epífita, ou detritos, vivem aproximadamente 13 e 20 dias, para machos e 
fêmeas respectivamente (Froehlich 2009). Na cópula os machos, que em 
geral são menores do que as fêmeas, curvam seu abdômen para baixo até 
atingir a placa subgenital da fêmea. Uma curiosidade a respeito da cópula 
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em Perlidae é que os machos frequentemente batem o abdômen no 
substrato, procedimento chamado “drumming”, em um ritmo específico onde 
a fêmea então responde de modo semelhante, permitindo aos machos 
localizá-la (Froehlich 2012). 
Após a cópula, as fêmeas depositam massas de ovos na superfície da 
água durante o seu voo, que podem conter várias centenas de ovos que 
geralmente se prendem às rochas e galhos de árvores presentes nos cur sos 
de água (Stark et al. 2009). O estágio larval possui variações de acordo com 
a espécie, e pode durar de três meses a anos, dependendo da espécie e das 
condições do ambiente (Romero 2001), assim como o número de estádios 
larvais que varia entre espécies envolvendo, geralmente, mais de dez 
(Stewart & Stark 2002). 
Tanto os adultos, devido a sua pequena capacidade de voo, quanto 
as larvas, que ocorrem em águas límpidas com alta concentração de 
oxigênio dissolvido na água, possuem exigências ecológicas ambie ntais que 
os tornam excelentes indicadores da qualidade da água (Merritt et al. 2008) 
e que podem explicar a alta taxa de endemismo do grupo (Fochetti & Tierno 
de Figueroa 2008). Estas características acarretam extrema sensibilidade à 
poluição, desta forma, juntamente com outras ordens de insetos aquáticos, 
Plecoptera mostra-se um grupo importante tanto em programas de 
biomonitoramento, quanto na avaliação de impacto ambiental (e.g. Wallace 
et al. 1996; Compin & Céréghino 2003).  
 
4. A ORDEM TRICHOPTERA 
Além das duas ordens supracitadas, um outro grupo de inseto aquático 
estudado aqui e que merece destaque devido à sua importância ecológica e 
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consequente influência na conservação e preservação da b iodiversidade, 
são os Tricopteras (Figura 7). 
Estes, assim como os Plecoptera, não possuem grande apelo ao 
público, mas desempenham um papel importante na dinâmica de nutrientes 
em rios e servem como fonte de alimento para diversas espécies de 
ambientes aquáticos e limítrofes (Paprocki 2012). O seu registro fóssil mais  
antigo data do Triássico, há aproximadamente 230 milhões de anos atrás 
(Morse 1997). 
Em contraste aos Odonata e Plecoptera, os Trichoptera apresentam 
desenvolvimento holometábolo, onde o ovo eclode em uma larva que 
posteriormente forma a pupa e só então origina o adulto. Seus 
representantes variam de 1 a 50 mm de comprimento (Paprocki 2012). Os 
adultos são alados, com asas recobertas de cerdas e algumas escamas, o 




























asas, onde tal característica supostamente possui a função de repulsar 
moléculas de água (Calor 2007).  
Por outro lado, os imaturos são aquáticos, com capacidade de produzir 
seda, que em algumas famílias auxilia na confecção de redes que filtram a 
água para a captura de alimentos e em outras atua como cola para a 
construção de casas nas quais a larva reside (Huamantinco & Nessimian 
1999). Essa característica de confeccionar o próprio abrigo, concede a este 
grupo o nome popular de joão-pedreiro em algumas regiões brasileiras (Pes 
et al. 2014). 
A ordem pode ser encontrada em todos os continentes, exceto na 
Antártica (Paprocki 2012) e está atualmente dividida em duas subordens 
(Holzenthal et al. 2011): Annulipalpia, no qual possui como característica 
geral larvas que constroem seus abrigos fixos em substratos, e 
posteriormente o abandonam para a confecção do invólucro onde irão 
empupar; e Integripalpia, onde as larvas constroem abrigos móveis que 
geralmente são usadas para o seu empupamento.  
Tradicionalmente Trichoptera possuía uma terceira subordem 
denominada Spicipalpia, com características intermediárias entre os outros 
dois comportamentos, no entanto muitos trabalhos recentes contestaram seu 
monofiletismo (e.g. Kjer et al. 2001, 2002; Malm et al. 2013), e suas famílias 
foram realocadas nas outras duas subordens.  
Apresentam atualmente 49 famílias distribuídas em 616 gêneros 
(Morse 2016), sendo significativamente a maior, em número de espécies, 
dentre as demais ordens de insetos restritamente aquáticos (Neboiss 1991), 




No Brasil são encontradas 16 famí lias, distribuídas em 70 gêneros e 
659 espécies. As famílias com maior número de espécies registradas são 
Hydropsychidae (127 espécies), Hydroptilidae (117 espécies) e 
Polycentropodidae (97 espécies) (Santos et al. 2016). Porém o 
conhecimento da fauna de Trichoptera ainda é escasso no Brasil, visto que 
para muitos estados o registro de espécies ainda é nulo (AL, RN e TO), 
enquanto que em outros há apenas uma espécie registrada (AC, AP, MA e 
SE) (Santos et al. 2016), fato que dificulta estimativas mais precisas da 
riqueza de espécies da ordem para o país, mas estima-se que exista mais 
de 3.000 espécies (Paprock 2012).  
Os adultos não ingerem alimentos sólidos, geralmente ingerem 
apenas orvalho e néctar, e podem viver de poucos dias até duas ou três 
semanas. Usualmente possuem hábitos crepusculares, vespertinos ou 
noturnos, apresentando poucas espécies diurnas (Paprock 2012).  
A maioria dos adultos possui capacidade de voo associada ao 
tamanho do espécime, onde espécies maiores alcançam maiores distâncias, 
e espécies menores estão sujeitas à ação do vento para facilitar a sua 
dispersão, enquanto outras espécies ainda podem apresentar asas pouco 
desenvolvidas ou serem ápteras (Paprocki 2012).  
A oviposição é curiosa em algumas espécies onde a fêmea nada até 
o fundo do rio e deposita os ovos em pedras protegidas da correnteza 
(Paprocki 2012). A maioria das espécies, contudo, deposita os ovos 
diretamente sobre a lâmina d’água, em folhas da vegetação marginal sobre 
córregos, em área de correnteza ou remanso, ou até mesmo no solo as 
margens do rio (Pes et al. 2014). 
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As larvas habitam, em sua grande maioria, rios com águas bem 
oxigenadas, todavia são encontradas também em lagos e há registro de uma 
espécie marinha descrita para a Austrália (Calor 2007). Podem ser 
distinguidas pela forma com que constroem seus abrigos e tipo de material 
util izados na construção, sendo que alguns grupos só a constroem no último 
estádio larval (Angrisano 1998; Wiggins 1996).  
Estes abrigos, que são confeccionados pela seda que é produzida em 
glândulas labiais, possuem os mais diversos materiais em sua composição, 
podendo ser simplesmente a seda, mas também areia fina, areia grossa, 
algas, raízes, fragmentos de folhas, espículas de esponja, dentre outros 
(Figura 8); e apresentam as mais variadas formas: helicoidais, encurvadas, 
retas, arredondadas, elípticas, com uma ou duas aberturas, em forma de 
torpedo, enquanto algumas possuem vida li vre, construindo abrigos apenas 
para empupar (Pes et al. 2014). 
Um importante papel ecológico desempenhado por essas larvas está 























Figura 8: Algumas larvas da ordem Trichoptera utilizam a seda que produzem na confecção de abrigos 
que habitam, utilizando uma grande variedade de materiais como areia, fragmentos de folhas, galhos ou 
unicamente com seda (Wiggins 1996). 
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riacho, em matéria particulada fina, disponibilizando-a para organismos de 
menor porte (Paprocki 2012).  
 
5. ESTÁGIOS IMATUROS 
Todas as ordens de insetos aquáticas previamente destacadas 
possuem grande influência, atuando como bioindicadores, em estudos e 
programas de conservação e preservação de ecossistemas aquáticos, mas 
compartilham uma característica substancial que impossibilita o 
aperfeiçoamento e o desenvolvimento de análises mais abrangentes: o 
desconhecimento e a dificuldade de identificação de seus estágios imaturos.  
O desconhecimento de estágios imaturos ocorre devido aos estudos 
taxonômicos, em sua grande maioria, se basearem no estágio adulto, por 
apresentarem caracteres mais marcantes para a diferenciação de espécies. 
Tais características dizem respeito, principalmente, à morfologia da genitália 
do macho, que de forma geral é o carácter mais utilizado para identificação, 
justamente por ser um importante mecanismo de isolamento reprodutivo pré -
zigótico (Shapiro & Porter 1989; Oláh & Johanson 2008).  
Como os adultos são coletados com mais frequência e apresentam 
caracteres diagnósticos importantes de fácil visualização, eles acabaram 
sendo utilizados em mais estudos ao longo do tempo, se comparados a os 
imaturos. Isso fez com que os estágios iniciais fossem menos utilizados para 
a descrição de espécies. Casos raros são observados, como no gênero 
Macronema em Trichoptera, onde o estágio larval apresenta características 
diagnósticas fortes para a delimitação de espécies, recentemente apontado 
por Vidovix (2013). Porém, poucos são os gêneros que apresentam e spécies 
com tais características e seus estágios imaturos descritos, com o 
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entendimento de seus hábitos e de sua biologia, principalmente na região 
neotropical (Coscarón 1991; Ferreira-JR et al. 2014; Hamada et al. 2014; 
Melo et al. 2014; Neiss et al. 2014). 
Atualmente o número de trabalhos com foco na associação de 
estágios imaturos com adultos vem crescendo (e.g. Pes & Hamada 2003, 
2004; Pes et al. 2008; Albino et al. 2011; Camargos 2012), mas ainda assim 
se mostram insuficientes frente à grande lacuna de  conhecimento existente 
no que se refere ao grupo dos insetos aquáticos.  
 
6. ASSOCIAÇÃO ENTRE ESTÁGIOS DE DESENVOLVIMENTO 
Existem muitos modos de se obter a associação dos estágios de vida 
e diversos trabalhos exploraram essas formas, dentre elas destacam -se a 
utilização do método metamorfótipo, onde o adulto farado, próximo de 
emergir, pode ser observado dentro da exúvia (Rueda-Martin 2006), e o 
método da criação, onde a larva é criada em condições de laboratório ou em 
campo e monitorada até a sua emergência (Albino et al. 2011; Camargos 
2012). Ambas as técnicas, no entanto, apresentam limitações em sua 
realização devido à dificuldade de coleta de adultos farados e à dificuldade 
em produzir as condições ambientais em laboratório.  
Uma outra forma de elucidar essa problemática é a utilização de 
técnicas moleculares. As técnicas moleculares vêm sendo amplamente 
utilizadas e se mostram cada mais informativas nas questões de associação 
dos estágios de vida em diferentes grupos biológicos, sendo a utilização de 
marcadores moleculares umas das ferramentas mais comuns dentro dessas 
35 
 
l inhas de pesquisa (e.g. Hebert et al. 2003, 2004a, 2004b; Monaghan et al. 
2005; Roe & Sperling 2007; Smith et al. 2008a, 2008b; Webb et al. 2012). 
Os marcadores moleculares são caracterizados por um segmento 
específico de DNA, correspondentes a regiões codificantes ou não do 
genoma, podendo ser de evolução lenta ou rápida. Os marcadores de 
evolução lenta são chamados assim pois possuem uma baixa taxa  de 
mutação, onde indivíduos proximamente aparentados (e.g. mesmo gênero) 
não apresentam diferenças significativas nesta porção do DNA, sendo mais 
adequado para estudos que envolvem, por exemplo, enfoques filogenéticos 
de famílias e ordens. Dentre estes destacam-se as porções codificantes do 
DNA nuclear (Springer et al. 2001). Já os marcadores de evolução rápida 
permitem identificar diferenças mesmo entre indivíduos muito aparentados, 
por se tratar de uma porção do DNA que possui uma taxa de mutação 
acelerada, sendo mais adequados para estudos que tratam a categoria de 
espécie e táxons mais relacionados (Hebert et al. 2003). 
 
7. O USO DO BARCODE NA DELIMITAÇÃO DE ESPÉCIES 
A utilização de técnicas moleculares na associação espécie específica 
de estágio de desenvolvimento requer a utilização de um marcador molecular 
que possua uma taxa de mutação rápida, que consiga resgatar as relações 
filogenéticas dentro de uma mesma espécie (Hebert et al. 2003). Seguindo 
essa premissa, diversos trabalhos vêm apresentando sucesso na associação 
de imaturos e adultos das mesmas espécies utilizando principalmente um 
fragmento do gene codificador da proteína Citocromo Oxidase Subunidade I 
(COI) (e.g. Johanson 2007; Waringer et al. 2008; Graf et al. 2009). 
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Este marcador foi apresentado por Hebert et al. (2003) na tentativa de 
propor a criação de um sistema diagnóstico universal para a identificação 
molecular de espécies animais, denominado como DNA barcode. Nessa 
abordagem, as sequências desse gene funcionar iam como um código de  
barras, seguindo o mesmo princípio do código de barras universal de 
produtos do mercado varejista, no qual a identificação desta sequência 
permite que cada táxon seja identificado por apresentar uma sequência 
única de DNA barcode (Hebert et al 2003). 
O COI é um gene do DNA mitocondrial de evolução rápida que 
apresenta características favoráveis, como herança materna e alta taxa de 
mutação, permitindo que espécies proximamente relacionadas sejam 
discriminadas através de sua análise (Rubinoff 2006; Hebert et al. 2004a; 
Kerr et al 2007; Ward et al 2005) (Figura 9). 
 
  
Figura 9: Exemplo de molécula do DNA mitocondrial esquematizada da ordem Ephemeroptera. 
Podemos observar todos os genes sequenciados para a ordem, onde COI está representado na imagem 




Além dos insetos aquáticos, diversos estudos com formigas (Smith et 
al. 2005), besouros (Monaghan et al. 2005), peixes (Ward et al. 2005), 
anfíbios (Vences et al. 2005), aves (Kerr et al. 2007), e dezenas de outros 
grupos animais mostraram a eficácia do COI na delimitação de espécies.  
O método mais utilizado para a diagnose de espécies, através da 
análise do COI, é o método de distância. Este método consiste na avaliação 
de diferenças genéticas (substituições nas bases nitrogenadas) existentes 
entre sequências nucleotídicas, que são analisadas com base nas diferenças 
genéticas entre as sequências de um indivíduo contra o outro . Sendo assim, 
quanto maiores as diferenças, mais distante as sequências estão de possuir 
o mesmo ancestral (Russo et al. 2001). Dessa forma, é esperado que as 
distâncias entre indivíduos de uma mesma espécie (distâncias 
intraespecíficas) sejam menores do que as distâncias entre indivíduos de 
espécies diferentes (distâncias interespecíficas) (Silva 2014).  Esta 
metodologia recebe o nome de comparação par-a-par, ou distância par-a-
par, e baseia-se em modelos matemáticos pré-estabelecidos, denominados 
de modelos evolutivos, para obtenção de seus resultados.  
Os modelos evolutivos surgiram na literatura a partir de Zuckerkandl 
& Pauling (1965), estes autores propuseram a teoria do relógio molecular, 
onde mostraram que as taxas de evolução molecular são aproximadamente 
constantes ao longo do tempo para todas as proteínas em todas as 
linhagens. De acordo com essa premissa, qualquer tempo de divergência 
entre genes, proteínas ou linhagens pode ser datado simplesmente 
mensurando o número de mudanças entre as sequências (Lió & Goldman 
1998). Com isso, modelos matemáticos pré-estabelecidos passaram a ser 
util izados baseando-se nas taxas de mutação que ocorrem em diferentes 
genes, seja de forma espontânea ou por meio de processos mutacionais (Lió 
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& Goldman 1998). Neste contexto as mutações são caracterizadas por 
qualquer evento de inserção, deleção ou substituição de uma ou mais bases 
nucleotídicas (Ridley 2006).  
As substituições podem ocorrer de duas formas, sendo a primeira 
quando uma purina (adenina e guanina) é substituída por uma outra purina, 
ou uma pirimidina (citosina e timina) é substituída por uma outra pirimidina, 
a essa mutação dá-se o nome de transição. A outra forma é quando uma 
purina é substituída por uma pirimidina, ou vice-versa, esta forma recebe o 
nome de transversão (Ridley 2006). A relação entre transição e transversão 
muda de acordo com a similaridade das sequências, onde sequências mais 
similares, entre espécies próximas, apresentam maiores taxas de transições 
e sequências mais distintas, espécies não irmãs, apresentam maiores taxas 
de transversões (Zuckerkandl & Pauling 1965).  
Dessa forma, vários modelos evolutivos foram desenvolvidos de 
acordo com a singularidade de cada amostra ou análise. Como exemplo 
temos o modelo evolutivo “p -distance”, que leva em consideração apenas a 
diferença entre as bases nitrogenadas, ou seja, o quão similares elas são; e 
o modelo evolutivo “Kimura-2-parâmetros” (K2P) , que leva em consideração 
o desvio na direção das transições, na qual considera maior a probabilidade 
de uma purina ser substituída por outra purina, e não uma purina ser 
substituída por uma pirimidina, tendo seu uso mais indicado para o estudos 
entre espécies próximas (Nei & Kumar 2000).  
Uma limitação na utilização do COI foi verificada quando indivíduos 
de uma mesma espécie apresentaram uma alta variação intraespecífica, o 
que prejudicou a análise e os resultados finais de estudos, pois os limites 
intraespecíficos e interespecíficos não puderam ser estabelecidos (Hebert 
et al. 2004b).  Como exemplo comparativo, pode ser citado um estudo 
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realizado com 643 espécies de aves para identificação através do barcode, 
onde 94% dessas espécies formaram clados monofiléticos com alto suporte 
de bootstrap, indicando a eficácia de sua identificação, enquanto 6% não 
apresentaram sequências únicas do DNA barcode. Desta forma, a análise 
exclusiva do COI não foi suficiente para delimitação de todas as espécies, o 
que pode ser consequência da hibridação regular de alguns grupos ou pode 
indicar possíveis espécies crípticas (Kerr et al. 2007). Por isso o uso de 
ferramentas moleculares juntamente com métodos taxonômicos tradicionais 
torna-se importante na busca de soluções para esses problemas não 
resolvidos. 
Esse enfoque recebe o nome de taxonomia integrativa (Silva 2014), 
podendo ser necessária em casos onde apenas as análises moleculares não 
são capazes de chegar a uma conclusão definitiva sobre o status taxonômico 
de um espécime, mas também de maneira inversa, quando existe carência 
de descritores morfológicos estáveis para as espécies em estudo (Karia et 
al. 2001). Desta forma, a abordagem molecular utilizando o COI em conjunto 
com a taxonomia alfa, tem evidenciado resultados promissores oferecendo 
um método rápido e confiável para a associação de larvas e adultos de uma 




ARTIGO: O POTENCIAL DO DNA BARCODE NA IDENTIFICAÇÃO DE 
ESPÉCIES DE INSETOS AQUÁTICOS 
 
A B S T R A C T :  Aquatic insects are often used as bioindicators, 
However, the lack of immature identified to species level  precludes more 
detailed studies. In order to reverse this,  a mitochondrial gene fragment 
analysis, COI, also known as barcode, were used to support the species 
delimitation and, consequently, the development stages association. A total 
of 221 sequences, of the orders Odonata, Plecoptera and Trichoptera , were 
analyzed, with a mean intraspecific genetic divergence about  1%, in which it 
was possible to rescue twenty associations between immature stages and 
their respective adult representat ives, in which nine of these, do not have 
the stage described in the literature: four associations for Odonata, one for 
Plecoptera and four in Trichoptera. Validating in this way, the use of the 
barcode, together with the alpha taxonomy, for analyzes focused on the 
delimitation of species of groups of aquatic insects.  
 






Os insetos aquáticos constituem cerca de 90% de toda fauna de 
invertebrados dos ambientes de água doce (Hamada et al 2014) e são peças 
fundamentais no estudo de avaliação e monitoramento da qualidade da água 
(Alba-Tercedor 1996), devido à sua relação direta com o ambiente aquático 
durante todo o seu ciclo de vida (Callisto 2000). Entretanto, o uso destes 
insetos como bioindicador tem sido altamente impedido devido à falta de 
conhecimento a respeito de sua fase imatura, as larvas. Isso ocorre porque 
os indivíduos imaturos, ao longo do tempo, foram menos estudados se 
comparados aos adultos, e, de forma geral, não possuem características 
morfológicas dignósticas muito marcantes, como apresentam na fase madura  
(Oliveira & Pes 2014). Por isso, o conhecimento a respeito das espécies de 
insetos aquáticos geralmente está relacionado apenas aos indivíduos 
adultos, principalmente aos machos, fazendo com que muitas espécies não 
possuam a fase larval de seu desenvolvimento descrita (Hamada et a l 2014). 
Uma técnica que vem sendo cada vez mais utilizada para realizar a 
associação dos estágios de desenvolvimento é o uso  ferramentas 
moleculares empregadas em conjunto com a taxonomia alfa. Essa 
combinação recebe o nome de taxonomia integrativa (Silva  2014), e atua de 
forma a acelerar os processos de identificação e associação dos imaturos 
com estágios adultos, no qual a análise de um fragmento do gene 
mitocondrial COI, também conhecido por barcode, auxilia na delimitação de 
espécies (Zhou et al. 2007; Ruiter et al. 2013). 
A associação através do COI é dada, principalmente, pelo método de 
distância. Este médoto consiste na avaliação de diferenças genéticas 
existentes entre sequências nucleotídicas de um indivíduo contra o outro 
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(Silva 2014), de forma a estabelecer valores intraespecíficos e 
interespecíficos. No que se refere ao grupo de insetos aquáticos, Webb 
(2012) realizou um estudo com a ordem Ephemeroptera e validou o uso do 
método através do barcode, com média de valores intraespecíficos de 3%.  
Dentro deste contexto, o presente estudo busca através da taxonomia 
integrativa, avaliar o potencial do DNA Barcode na identificação de espécies 
de insetos aquáticos, bem como associar estágios de desenvolvimento das 
ordens Odonata, Plecoptera e Trichoptera de forma espécie-específica.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
De forma a delinear a variação da região barcode em insetos 
aquáticos, util izou-se três ordens, Odonata, Plecoptera e Trichoptera, para 
as comparações par-a-par das distâncias genéticas, segundo os modelos  
evolutivos K2P e p-distance, no qual foram agrupados os valores obtidos 
nesta comparação, unindo-os em faixas de distribuição intra e 
interespecífica. 
Decidiu-se nesse trabalho adotar limites de 3% para a divergência 
intraespecífica de acordo com a literatura previamente analisada (e.g. 
Hebert et al. 2003; Webb et al. 2012), que apresentou este valor como uma 
média para diversas espécies avaliadas, inclusive para ordens de insetos 
aquáticos como Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera, 
Ephemeroptera, Orthoptera, Plecoptera. 
A partir disso, designou-se também associações, tanto entre imaturos 
e adultos como entre machos e fêmeas, através da comparação par -a-par, 
dando oportunidade de detalhar melhor a diagnose das espécies, visto que 
este método de inferência permite uma comparação direta entre os dados de 
distância molecular com a taxonomia, sendo este o método mais comum 
utilizado nos estudos do DNA barcode (Bergsten et al. 2012). 
A partir dos valores entre as distâncias par -a-par, então, as amostras 
foram classificadas em suas respectivas ordens e a construção de matrizes 
de distância foi feita da seguinte maneira: cada ordem foi analisada 
separadamente, e os resultados de todos os indivíduos adultos identificados 
foram agrupados com os resultados dos morfotipos imaturos em uma mesma 
matriz. A matriz de distância par-a-par foi feita com o programa MEGA 6 
(Tamura et al. 2013). A partir desta matriz, foi realizada as comparações par-
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a-par das variações intraespecíficas de cada ordem, e também foram 
construídas árvores de Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei 1987), para 
melhor visualização das relações na forma de clados. Os detalhes sobre 
amostra, técnicas de coletas, análises taxonômicas, obtenção dos dados 
moleculares e análises do DNA barcode serão apresentados nas próximas 
seções. 
 
2.1 OBTENÇÃO DO MATERIAL BIOLÓGICO 
Foram analisados indivíduos provenientes do Rio São José (Figura 
10), Parque Nacional do Caparaó, Lagoas Cupido e Aguiar, pertencentes ao 
município de Linhares, e do município de Santa Teresa (F igura 11). 
As coletas de imaturos de todas as ordens ocorreram durante o dia, 
com auxílio de rede entomológica aquática (rapiché) e busca ativa sob 
pedras e folhiços dispostos no fundo do rio. Após coletadas, as larvas foram 
alocadas em badejas para a triagem das ordens determinadas e então 
Figura 10:  Rio São José, local de coletas das ordens Odonata e Trichoptera. 
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guardadas em tubos e/ou potes, devidamente etiquetados, contendo álcool 
absoluto para melhor conservação de seu DNA.  
Em relação aos adultos, a coleta foi feita por busca ativa com puçá 
nas margens e entorno do rio, para a captura dos exemplares alados de 
Odonata. A busca de adultos de Odonata consiste na captura dos indivíduos 
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quando estão voltados para outras atividades como alimentação e 
acasalamento (Neiss & Hamada 2014).  
Após coletados, três pernas de um mesmo lado do tórax do animal 
eram retiradas e depositadas em tubos do tipo eppendorfs preenchidos com 
álcool absoluto, para as análises moleculares. O cuidado de retirar as pernas 
de apenas um dos lados do tórax deve-se ao fato da perna ter um caráter 
taxonômico significativo para a identificação de algumas espécies, por isso 
a importância de um dos lados permanecer intacto nos vouchers . 
Após o processo de captura e retirada das pernas, os espécimes eram 
então colocados em envelopes individuais devidamente identificados, exceto 
nos casos de captura durante a cópula, onde os dois indivíduos eram 
depositados em um único envelope e identificados como casal.  
Diferentemente de Odonata, que possuem hábitos diurnos, a coleta de 
adultos em Plecoptera e Trichoptera ocorreu de forma diferenciada, 
restringindo-se principalmente a períodos crepusculares e noturnos. A 
captura dos indivíduos destas duas ordens envolveu a utilização de três 
metodologias de amostragem com armadilha luminosa: o lençol branco, a 
Pensilvânia (Frost 1952) e a bandeja (Calor & Mariano); todas acionadas 
após o entardecer. 
A primeira, o lençol, consiste na utilização de um pano branco aberto 
verticalmente às margens do rio com luzes brancas e/ou UV incidindo sobre 
ele (Figura 12.a), formando uma superfície bem iluminada que, em contraste 
com o ambiente escuro, atrai os insetos. Sabe-se que os insetos são atraídos 
porque confundem a superfície iluminada com a luz do luar, e como eles 
utilizam a luz da lua para direcionar seu voo na hora do acasalamento, a 
luminosidade incidida no lençol cria um ambiente extremamente eficiente 
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para a coleta de espécimes adultos (Oliveira & Pes 2014). Uma grande 
vantagem das amostragens feitas utilizando o lençol é que após pousarem 
sobre a superfície branca os insetos podem ser facilmente e individualmente 
classificados e só então, de acordo com a necessidade, capturados (Olive ira 
& Pes 2014). 
A segunda metodologia utilizada para amostragem foi a Pensilvânia 
(Figura 12.b).  Esta consiste na utilização de um recipiente plástico, 
preenchido com álcool absoluto, acoplado a uma lâmpada de 12V que 
permanece ligada a uma bateria de carro durante toda a noite, atraindo 
assim os insetos que caem dentro do pote com álcool. A vantagem da 
Pensilvânia em relação ao lençol é que ela pode ser deixada no ambiente 
sem a necessidade de um pesquisador para realizar a coleta, sendo que este 
Figura 12: Representação das armadilhas luminosas utilizadas nas coletas de insetos 
aquáticos: a) Lençol branco disposto na margem do rio;  b) Pensilvânia, pendurada em uma 
árvores próxima as margens do rio. 
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só precisa voltar ao local no dia seguinte para colher o pote com os 
indivíduos que caíram na armadilha. Entretanto, ela não distingue entre os 
indivíduos que serão capturados, logo o trabalho de triagem e identificação 
pós coleta é muito maior. 
Já a última metodologia de amostragem, a bandeja, equivale a 
utilização de uma bandeja disposta no chão preenchida com álcool acoplada 
a luz branca e ultravioleta, também alimentadas por baterias. Os raios 
ultravioletas possuem um comprimento de onda menor que a da luz visível 
e, em diferença a nós humanos, mostra-se muito atratívo para a maioria dos 
insetos (Mutwiwa et al. 2005). 
Ao todo foram realizadas 15 coletas entre dezembro de 2014 a junho 
de 2015 para a captura de Odonata e Trichoptera, totalizando 120 horas de 
esforço amostral. Os Plecopteras foram capturados em janeiro de 2016 em 
uma campanha realizada no Parque Nacional do Caparaó. Para facilitar 
associações futuras, em todas as coletas foram capturados indivíduos de 
estágios maduros e imaturos em um mesmo ponto, devido à maior 
possibilidade de indivíduos de uma mesma espécie, mesmo que em 
diferentes estágios de desenvolvimento, habitarem um mesmo local, ou 
locais próximos. 
Todos os indivíduos coletados foram conservados em álcool etílico 
absoluto 99,5°, para melhor conservação de seu DNA, e encontram-se 
tombados e depositados na Coleção Zoológica Norte Capixaba (CZNC), 




2.2 ANÁLISES TAXONÔMICAS 
O material coletado na Pensilvânia e na Bandeja, antes de ser 
identificado, passou por um processo de triagem das ordens em laboratório, 
no qual todos os espécimes de Plecoptera e Trichoptera foram separados 
das demais ordens coletadas. Os indivíduos provenientes das outras 
metodologias de amostragem (puçá, lençol e busca ativa), como é o caso 
dos odonatas e todos os indivíduos imaturos, não passaram por esse 
processo de triagem das ordens em laboratório pois a sua triagem foi 
realizada em campo, no momento de sua captura. As demais ordens 
capturadas, em sua maioria pertencentes a Ephemeroptera, Diptera e 
Lepdoptera, foram depositados na CZNC. 
Após a triagem em laboratório, os indivíduos foram identificados ou 
morfotipados seguindo principalmente os seguintes artigos e chaves 
taxonômicas: Lencioni (2005; 2006), Heckman (2006), Garrison et al. (2006; 
2010), Souza et al. (2007) e Neiss & Hamada (2014) para Odonata;  Bispo & 
Froehlich (2004), Froehlich (2007) para Plecoptera; e Angrisano & Sganga 
(2009), Pes et al. (2005, 2014) para Trichoptera.  
Todos os machos adultos foram identificados a nível específico;  as 
fêmeas e os imaturos foram morfotipados a nível genérico, devido à falta de 
descrição desses estágios para a maioria das espécies  (Neiss & Hamada 
2014). 
Um total de 391 exemplares foi obtido para a realização deste 
trabalho, sendo 291 da ordem Odonata, 52 da ordem Plecoptera e 48 da 





2.3 OBTENÇÃO DOS DADOS MOLECULARES 
A extração do DNA foi realizada utilizando de uma a três pernas de 
cada espécime. Nesta fase, a amostra foi submetida ao protocolo de 
extração de DNA, conforme instruções do fabricante, com o kit Promega 
Wizard® SV Genomic DNA Purification System, diluindo a amostra a 100µL. 
Posteriormente os produtos de DNA obtidos foram armazenados e 
conservados em freezers a -20°C. 
O produto da extração foi amplificado por PCR (Polymerase Chain 
Reaction) apenas na região do DNA mitocondrial correspondente ao 
Citocromo Oxidase subunidade I (COI), utilizando os primers LCO -1490 
(Folmer et al. 1994), HCO-2198 (Folmer et al. 1994) e C1-J-1718 (Simon et 
al. 1994). Todos os primers são correspondentes as regiões iniciadoras do 
COI, o que os diferem é o número de pares de base (pb) do produto final. A 
utilização do LCO (Forward) em conjunto com o HCO (Reverse) gera um 
fragmento com aproximadamente 700 pb, enquanto o C1-J-1718 (Forward) 
com o HCO (Reverse) amplifica um fragmento menor, com cerca de 500 pb.  
Cada reação de PCR correspondeu a 1µL de DNA genômico 
adicionado a 24µL de uma solução que continha 2,5µL de Invitrogen® Buffer 
MgCl2 10x; 2,5 µL de Invitrogen® MgCl2 50mM; 0,3 µL de cada primer  5mM; 
1 µL de Promega® DNTp 100mM; 17,30 µL de água ultra -pura (ddH2O); e 
0,10 µL de Invitrogen® Platinum Taq DNA Polymerase. O volume final de 
25µL foi submetido as seguintes condições de termociclagem: desnaturação 
inicial a 94°C por 5 minutos, 40 ciclos a 94° C por 45 segundos, 47°C por 45 
segundos, 72°C por 45 segundos, e extensão final da fita a 72°C por 5 
minutos. Em todas as PCR’s foram uti l izados, além das amostras desejadas, 
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controles positivos e negativos a fim de checar qualidade dos produtos 
adicionados e possíveis contaminações.  
Em seguida os produtos de PCR passaram pelo processo de 
eletroforese em gel de agarose 1% para verificação de sua amplificação e 
qualidade (Figura 13). Os produtos de PCR foram purificados com ExoSap-  
IT® for PCR Product Cleanup  (Invitrogen) 1:4; no qual 10 µL de produto de 
PCR eram adicionados a 1 µL da solução de ExoSap já diluída (na 
concentração de 1:4), permanecendo por 30 minutos à uma temperatura de 
37°C e 15 minutos a 80°C no termociclador.  
No final as amostras purificadas foram enviadas para Seoul, Coréia 
do Sul, e sequenciadas pela Macrogen Inc., com o primer LCO-1490 
(Forward). 
Figura 13: Eletroforese em gel de agarose sob iluminação UV, apresentando bandas de DNA coradas com 
GelRed. A primeira fileira corresponde ao Ladder de 100bp, onde a seta amarela diz respeito ao fragmento 
de aproximadamente 600pb. As amostras marcadas com asterisco (*) correspondem aos produtos de PCR 
onde houve falha de amplificação; as marcadas com um sinal positivo (+) correspondem aos produtos 
amplificados com sucesso. O “C+” representa o controle positivo e “C-“ o controle negativo.  
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Ao todo, dos 391 exemplares obtidos, foi extraído DNA de 326  
espécimes, devido a alta incidência de algumas espécies, e realizadas 33 
reações de PCR’s que compreenderam à 787 amplificações, no qual 288 
amostras foram consideradas boas para serem sequenciadas (sucesso de 
37% de amplificação). Os critérios para escolha das amostras boas para 
serem sequenciadas foram (1) a amplificação positiva, apresentando bandas 
fortes na eletroforese, (2) tamanho do fragmento, onde as amostras 
escolhidas deveriam apresentar bandas com apriximadamente 600pb, já que 
os primers utilizados correspondem a produtos de tamanhos entre 500 e 
700pb, e (3) a não amplificação do controle negativo, o que indica que a 
PCR não sofreu contaminação no momento de sua realização.  
Após sequenciadas, as amostras foram checadas quanto a sua 
qualidade, onde, das 288 amostras enviadas para sequenciamento, apenas 
221 foram consideradas apropriadas para as análises subsequentes, ou 
seja, aquelas sequências que apresentaram aproximadamente 80% ou mais 
de qualidade, sendo: 58 adultos e 63 imaturos para Odonata,  totalizando 121 
amostras; 26 adultos e 26 imaturos para Plecoptera, totalizando 52 
amostras; e 38 adultos e 10 imaturos para trichoptera, totalizando 48 
amostras (Anexo). 
 
2.4 ANÁLISES DO DNA BARCODE 
As sequências obtidas foram submetidas a buscas por similaridade 




Após confirmada a genuinidade das amostras, as sequências foram 
analisadas através do software Geneious 7.1.3 (Kearse et al. 2012), sendo 
verificada a existência de stop códons e picos duplos, bem como a remoção 
das porções iniciais e finais que apresentaram inconsistências. Finalmente, 
as sequências foram alinhadas pelo Clustal W (Thompson et al. 1994) e 
exportadas no formato FASTA. 
A partir dos alinhamentos obtidos foram realizados testes de 
saturação, a fim de verificar a proporção entre transversões e transições das 
sequências, como parâmetro de distância F84 pelo DAMBE (Xia et al. 2003; 
Xia & Lemey 2009). Em seguida, utilizando o DNAsp v5, foi possível detectar 
todos os haplótipos (Librado & Rozas 2009) da amostra. As matrizes de 
distância par-a-par entre as sequências foram calculadas no programa Mega 
6, segundo o modelo de evolutivo Kimura-2-parâmetros (K2P) (Kimura 1980) 
e p-distance; e também foram confeccionadas árvores para uma melhor 
visualização das associações na forma de clados, utilizando uma análise de 




Foram identificados 221 exemplares pertencentes a oito famílias 
(quatro em odonata, duas em tricopetera e duas em plecoptera), sendo 33 
espécies da ordem Odonata, 16 da ordem Plecoptera e 10 da ordem 
Trichoptera (Tabela 1). A partir destes exemplares foram obtidas 221 
sequências de COI que representaram 59 espécies. 
Os testes de saturação apresentaram valores de Iss < Iss.c para todas 
as ordens, indicando baixa saturação nas sequências (Xia et al. 2003) e 
permitindo assim seu uso nas análises do DNA barcode. 
Nenhuma inserção/deleção ou códon de parada foi encontrado, 
sustentando que todas as sequências amplificadas constituem sequências 
funcionais de COI. 




ORDENS SUBORDENS FAMÍLIAS ESPÉCIES Nº INDIVÍDUOS
ODONATA ANISOPTERA Gomphidae Agriogomphus/Ebegomphus sp1 1
ODONATA ANISOPTERA Gomphidae Gomphoides sp1 1
ODONATA ANISOPTERA Gomphidae Phyllocycla sp1 3
ODONATA ANISOPTERA Gomphidae Phylogomphoides sp1 2
ODONATA ANISOPTERA Gomphidae Progomphus sp1 3
ODONATA ANISOPTERA Gomphidae Progomphus sp2 3
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Brachymesia furcata Hagen, 1861 4
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Diastatops obscura (Fabricius, 1775) 3
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Erythemis sp1 1
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae  Erythrodiplax umbrata (Linnaeus, 1758) 1
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Idiataphe amazonica (Kirby, 1889) 1
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Libellulidae sp1 1
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Libellulidae sp3 19
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Libellulidae sp4 1
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Libellulidae sp5 8
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Libellulidae sp6 1
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Libellulidae sp7 2
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Libellulidae sp8 1
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Micrathyria hesperis Ris, 1911 5
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Perithemis sp1 2
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Planiplax phoenicura Ris, 1912 3
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Tramea cophysa Hagen, 1867 5
ODONATA ZYGOPTERA Calopterygidae Hetaerina rosea Selys, 1853 10
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Acanthagrion lancea Selys, 1876 4
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Acanthagrion minutum Leonard, 1977 4
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Argia eliptica Selys, 1865 10
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Argia modesta Selys, 1865 4
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Argia sp1 2
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Coenagrionidae sp1 3
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Enallagma novaehispaniae Calvert, 1907 8
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Ischnura capreolus (Hagen, 1861) 1
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Neoneura sylvatica Hagen, 1886 3
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae  Telebasis filiola (Perty, 1834) 1
TOTAL 2 4 33 121
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Gripopteryx cancellata (Pictet, 1841) 7
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Gripopteryx juetah Froehlich, 1990 4
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Gripopteryx pilosa Froehlich, 1990 6
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Gripopteryx reticulata Brauer, 1868 4
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Gripopteryx sp3 1
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Gripopteryx sp4 2
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Paragripopteryx klapaleki Enderlein, 1909 1
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Tupiperla sp1 1
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Tupiperla tesselata (Brauer, 1868) 2
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Anacroneuria debilis (Pictet, 1841) 5
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Anacroneuria flintorum (Froehlich, 2002) 8
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Anacroneuria sp1 5
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Anacroneuria sp2 1
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Anacroneuria sp3 1
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Kempnyia obtusa Klapálek, 1916 1
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Kempnyia petersorum Froehlich, 1996 3
TOTAL 2 2 16 52
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Tabela 1. Continuação: Relação das espécies obtidas de acordo com suas respectivas ordens, subordens e famílias. 
  
ORDENS SUBORDENS FAMÍLIAS ESPÉCIES Nº INDIVÍDUOS
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Libellulidae sp8 1
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Micrathyria hesperis Ris, 1911 5
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Perithemis sp1 2
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Planiplax phoenicura Ris, 1912 3
ODONATA ANISOPTERA Libellulidae Tramea cophysa Hagen, 1867 5
ODONATA ZYGOPTERA Calopterygidae Hetaerina rosea Selys, 1853 10
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Acanthagrion lancea Selys, 1876 4
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Acanthagrion minutum Leonard, 1977 4
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Argia eliptica Selys, 1865 10
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Argia modesta Selys, 1865 4
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Argia sp1 2
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Coenagrionidae sp1 3
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Enallagma novaehispaniae Calvert, 1907 8
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Ischnura capreolus (Hagen, 1861) 1
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae Neoneura sylvatica Hagen, 1886 3
ODONATA ZYGOPTERA Coenagrionidae  Telebasis filiola (Perty, 1834) 1
TOTAL 2 4 33 121
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Gripopteryx cancellata (Pictet, 1841) 7
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Gripopteryx juetah Froehlich, 1990 4
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Gripopteryx pilosa Froehlich, 1990 6
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Gripopteryx reticulata Brauer, 1868 4
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Gripopteryx sp3 1
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Gripopteryx sp4 2
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Paragripopteryx klapaleki Enderlein, 1909 1
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Tupiperla sp1 1
PLECOPTERA ANTARCTOPERLÁRIA Gripopterigidae Tupiperla tesselata (Brauer, 1868) 2
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Anacroneuria debilis (Pictet, 1841) 5
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Anacroneuria flintorum (Froehlich, 2002) 8
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Anacroneuria sp1 5
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Anacroneuria sp2 1
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Anacroneuria sp3 1
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Kempnyia obtusa Klapálek, 1916 1
PLECOPTERA ARCTOPERLARIA Perlidae Kempnyia petersorum Froehlich, 1996 3
TOTAL 2 2 16 52
TRICHOPTERA ANNULIPALPIA Hydropsychidae Blepharopus diaphanus Kolenati, 1859 12
TRICHOPTERA ANNULIPALPIA Hydropsychidae Macronema bicolor Ulmer, 1905 5
TRICHOPTERA ANNULIPALPIA Hydropsychidae Synoestropsis grisoli Navas, 1924 7
TRICHOPTERA INTEGRIPALPIA Leptoceridae Nectopsyche fuscomaculata Flint, 1983 7
TRICHOPTERA INTEGRIPALPIA Leptoceridae Nectopsyche ortizi Holzenthal, 1995 7
TRICHOPTERA INTEGRIPALPIA Leptoceridae Nectopsyche sp1 4
TRICHOPTERA INTEGRIPALPIA Leptoceridae Nectopsyche sp2 2
TRICHOPTERA INTEGRIPALPIA Leptoceridae Nectopsyche sp3 1
TRICHOPTERA INTEGRIPALPIA Leptoceridae  Oecetis iguazu Flint, 1983 2
TRICHOPTERA INTEGRIPALPIA Leptoceridae Oecetis sp1 1




A composição das 121 sequências apresentou 34% de Adenina, 17% 
de Citosina, 20% de Guanina e 30% de Timina. Dos 381 sítios, 107 foram 
polimórficos, 5 singletons e 102 parcimoniosamente informativos, revelando 
59 haplótipos. 
A avaliação das análises intra e interespecíficas mostrou que foi 
possível resgatar 33 espécies e 20 gêneros.  Os valores de distância 
intraespecífica (Tabela 2) variaram de 0% até 2,23% para K2P e de 0% a 
2,17% para p-distance, sendo os maiores valores encontrados em 
Acantagrion lancea , seguida de Diastatops obscura, com 1,72% para K2P e 
1,68% para p-distance. Os outros valores ficaram abaixo de 1%.  
A distância interespecífica (Tabela 3) variou entre 9.99% até 33.59% 
para K2P e 9.24% até 26.89% para p-distance. Os menores valores 
observados foram entre Libellulidae sp8 e Libellulidae sp6 (ambas 
Anisoptera), e os maiores valores para Acantagrion minutum (Zygoptera) e 
Agriogomphus/Ebegomphus (Anisoptera). O valor médio da distância 
interespecífica foi de 22.23% para K2P e 19.09% para p-distance. 
A média da divergência intragenérica (Tabela 4), considerando duas 
ou mais espécies dentro de um mesmo gênero, variou entre 7.99% a 11.06% 
para K2P e de 7.25% a 9.75% para p-distance em Progomphus (Gomphidae) 
e Acantagrion (Coenagrionidae), respectivamente.  
A distância entre os gêneros (Tabela 5) variou de 14 .20% a 31.49% 
para K2P e 12.92% e 25.65% para p-distance. Os menores valores de 
distância encontrados foram entre os gêneros Brachymesia e Erythrodiplax 
(ambos Lilbellulidae), enquanto os maiores valores foram entre os gêneros 
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Agriogomphus /Ebegomphus (Gomphidae) e Planiplax (Lilbellulidae). Os 
valores médios de distância intergenérica foram 22.52% (K2P) e 19.31% (p-
distance). 
Dentro da subordem Zygoptera foram encontrados valores médios de 
divergência de 20.3% para K2P e 17.3% para p-distance. Dentro de 
Anisoptera os valores ficaram entre 18.4% para K2P e 16% para p-distance. 
Comparando as duas subordens a média de divergência encontrada foi de 
23.3% para K2P e 19.9% para p-distance. A Tabela 6 apresenta um resumo 
com a média e variação dos valores de distância encontrados para cada 
subordem. 
 
Tabela 2: Matriz de distância intraespecífica da ordem Odonata. (n/c= não computado, devido a 





     
ZYGOPTERA 
Argia modesta 4 0,000% 0,000% 
Enallagma novaehispaniae 8 0,000% 0,000% 
Neoneura sylvatica 3 0,000% 0,000% 
Argia eliptica 10 0,150% 0,149% 
Hetaerina rosea 10 0,169% 0,168% 
Acantagrion minutum 4 0,211% 0,210% 
Argia sp1 2 0,422% 0,420% 
Coenagrionidae sp1 3 0,565% 0,560% 
Acantagrion lancea 4 2,232% 2,171% 
Ishnura capreolus 1 n/c n/c 






Tabela 3. Continuação: Matriz de distância intraespecífica da ordem Odonata. (n/c= não computado, 





     
ANISOPTERA 
Phylogomphoides sp1 2 0,000% 0,000% 
Planiplax phoenicura 3 0,000% 0,000% 
Progomphus sp1 3 0,281% 0,280% 
Progomphus sp2 3 0,281% 0,280% 
Libellulidae sp5 8 0,318% 0,315% 
Tramea cophysa 5 0,339% 0,336% 
Libellulidae sp3 19 0,401% 0,398% 
Libellulidae sp7 2 0,422% 0,420% 
Perithemis sp1 2 0,422% 0,420% 
Brachymesia furcata 4 0,423% 0,420% 
Phyllocycla sp1 3 0,564% 0,560% 
Micrathyria hesperis 5 0,593% 0,588% 
Diastatops obscura 3 1,718% 1,681% 
Agriogomphus/Ebegomphus 1 n/c n/c 
Erythemis sp1 1 n/c n/c 
Erythrodiplax umbrata 1 n/c n/c 
Gomphoides sp1 1 n/c n/c 
Idiataphe amazonica 1 n/c n/c 
Libellulidae sp1 1 n/c n/c 
Libellulidae sp4 1 n/c n/c 
Libellulidae sp6 1 n/c n/c 




Tabela 4: Matriz de distância interespecífica da ordem Odonata.  Os valores inferiores correspondem ao modelo de evolutivo K2P e os valores superiores ao modelo p-
distance. 
 
SUBORDENS ESPÉCIES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
Agriogomphus/Ebegomphus 1 22,27% 19,89% 24,37% 24,37% 25,21% 24,37% 22,27% 24,79% 23,09% 25,63% 23,16% 19,75% 23,53% 20,17% 22,48% 24,23% 20,59% 25,63% 24,65% 21,15% 22,27% 20,06% 26,89% 23,11% 26,89% 23,53% 21,43% 22,69% 23,53% 22,69% 22,27% 21,85%
Brachymesia furcata 2 26,45% 18,49% 17,02% 12,92% 20,90% 15,34% 14,29% 12,23% 16,29% 12,29% 18,54% 17,86% 17,02% 17,44% 16,70% 19,99% 17,12% 18,70% 19,26% 20,59% 16,68% 20,38% 18,64% 19,43% 22,58% 14,81% 20,27% 19,22% 21,32% 18,38% 23,11% 17,54%
Diastatops obscura 3 23,18% 21,24% 16,95% 18,21% 20,87% 14,29% 15,41% 19,02% 18,14% 19,89% 18,79% 19,75% 19,82% 18,07% 19,12% 19,47% 16,81% 16,25% 18,21% 18,35% 14,99% 17,96% 19,78% 19,27% 20,87% 17,93% 19,47% 15,27% 20,59% 18,35% 19,47% 17,37%
Erythemis sp1 4 29,53% 19,30% 19,23% 17,65% 19,33% 19,33% 15,97% 14,03% 16,98% 18,07% 13,55% 15,55% 13,87% 14,29% 18,28% 20,59% 15,55% 17,65% 17,79% 21,01% 14,29% 20,27% 20,48% 20,17% 18,49% 17,23% 19,89% 19,33% 21,43% 14,29% 23,11% 17,65%
Erythrodiplax umbrata 5 29,56% 14,20% 20,89% 20,12% 20,59% 15,97% 18,91% 16,05% 17,23% 17,23% 21,48% 19,75% 17,44% 18,07% 16,81% 21,57% 16,81% 20,17% 17,51% 20,45% 15,63% 20,06% 16,81% 19,41% 19,33% 16,60% 21,57% 20,59% 23,11% 18,91% 19,75% 14,71%
Gomphoides sp1 6 31,02% 24,71% 24,59% 22,45% 24,10% 17,23% 21,01% 20,76% 20,50% 21,01% 21,90% 22,27% 23,74% 20,59% 18,28% 17,93% 16,39% 22,69% 21,57% 19,05% 21,01% 22,58% 20,90% 23,11% 21,43% 19,75% 23,53% 20,17% 24,29% 21,01% 24,37% 20,17%
Idiataphe amazonica 7 29,53% 17,20% 15,87% 22,35% 17,99% 19,63% 15,97% 16,89% 16,41% 16,81% 19,38% 19,33% 18,70% 19,75% 19,33% 18,91% 17,23% 17,65% 18,21% 18,35% 18,91% 20,90% 19,22% 18,57% 19,33% 15,34% 22,69% 18,49% 21,43% 15,13% 21,01% 17,65%
Libellulidae sp1 8 26,45% 15,86% 17,25% 17,96% 21,81% 24,78% 18,01% 14,45% 13,93% 14,29% 14,02% 18,07% 17,86% 18,07% 18,28% 19,33% 16,39% 13,87% 19,89% 19,19% 14,71% 16,49% 16,70% 18,15% 20,59% 15,13% 17,23% 16,39% 19,75% 16,39% 21,85% 17,65%
Micrathyria hesperis 9 30,35% 13,35% 21,94% 15,55% 18,06% 24,42% 19,14% 16,06% 11,73% 15,71% 16,19% 17,39% 13,99% 16,55% 19,50% 18,49% 15,46% 16,64% 21,06% 22,18% 16,47% 21,11% 17,46% 20,08% 19,41% 16,51% 19,89% 22,61% 18,99% 15,80% 21,34% 16,72%
Libellulidae sp3 10 27,80% 18,37% 20,83% 19,31% 19,61% 24,22% 18,55% 15,49% 12,78% 18,13% 14,85% 20,28% 16,75% 17,16% 18,61% 16,10% 15,66% 15,55% 21,08% 22,21% 19,50% 20,97% 19,64% 18,97% 20,65% 17,80% 18,74% 21,03% 21,41% 16,08% 22,42% 14,71%
Libellulidae sp4 11 31,40% 13,46% 23,17% 20,68% 19,63% 24,66% 19,06% 15,85% 17,64% 20,77% 18,12% 18,49% 19,54% 18,07% 16,39% 20,17% 18,49% 17,65% 18,77% 17,93% 15,71% 23,63% 18,91% 16,89% 18,07% 17,44% 22,83% 19,75% 22,61% 19,33% 22,27% 18,07%
Libellulidae sp5 12 27,85% 21,39% 21,68% 14,98% 25,46% 26,13% 22,49% 15,58% 18,25% 16,76% 20,79% 16,86% 12,55% 18,54% 20,01% 20,75% 17,28% 19,38% 21,31% 23,16% 19,01% 19,59% 20,22% 18,22% 19,80% 18,54% 18,79% 19,80% 18,64% 15,60% 22,74% 17,70%
Libellulidae sp6 13 22,93% 20,42% 22,97% 17,45% 23,05% 26,70% 22,35% 20,74% 19,95% 23,94% 21,23% 19,11% 20,17% 9,24% 19,54% 21,99% 15,55% 16,81% 19,05% 20,17% 13,45% 22,58% 23,00% 19,75% 21,85% 21,01% 21,15% 18,91% 21,85% 17,23% 23,53% 18,91%
Libellulidae sp7 14 28,38% 19,36% 23,04% 15,36% 19,89% 28,91% 21,58% 20,44% 15,49% 19,20% 22,72% 13,88% 23,55% 21,43% 19,33% 21,22% 19,12% 17,86% 22,69% 24,79% 18,28% 20,69% 19,22% 17,65% 21,64% 20,80% 16,74% 21,64% 19,54% 18,49% 22,90% 21,64%
Libellulidae sp8 15 23,55% 19,86% 20,67% 15,85% 20,67% 24,15% 22,92% 20,70% 18,82% 19,50% 20,67% 21,30% 9,99% 25,30% 19,12% 21,57% 16,81% 17,65% 17,37% 19,89% 14,29% 22,16% 22,58% 20,59% 19,75% 19,75% 20,73% 21,01% 21,76% 17,23% 24,37% 17,65%
Perithemis sp1 16 26,92% 18,96% 22,21% 20,99% 19,08% 21,09% 22,49% 20,99% 22,66% 21,56% 18,57% 23,71% 22,69% 22,67% 22,08% 21,22% 16,60% 19,54% 19,82% 21,08% 15,50% 21,95% 18,70% 19,62% 21,22% 17,23% 19,68% 20,80% 21,55% 16,60% 23,32% 19,96%
Phyllocycla sp1 17 29,46% 23,25% 22,60% 24,09% 25,57% 20,73% 21,83% 22,37% 21,26% 18,24% 23,50% 24,44% 26,11% 25,03% 25,46% 25,06% 15,13% 19,33% 19,47% 18,49% 17,31% 22,93% 17,47% 14,01% 20,73% 21,57% 19,05% 21,15% 20,73% 19,05% 21,15% 18,63%
Phylogomphoides sp1 18 24,12% 19,50% 19,04% 17,44% 19,15% 18,62% 19,60% 18,52% 17,36% 17,72% 21,24% 19,79% 17,49% 22,16% 19,03% 18,87% 16,97% 15,55% 19,05% 18,07% 15,13% 17,33% 17,54% 16,81% 17,23% 18,07% 18,21% 17,65% 19,24% 15,97% 18,07% 16,81%
Planiplax phoenicura 19 31,49% 21,54% 18,34% 20,12% 23,69% 27,12% 20,12% 15,40% 18,81% 17,44% 20,14% 22,55% 19,06% 20,44% 20,12% 22,72% 22,37% 17,44% 17,79% 18,77% 13,78% 19,64% 19,64% 19,83% 18,07% 20,17% 19,47% 16,81% 20,92% 18,49% 23,95% 18,49%
Progomphus sp1 20 30,01% 22,28% 21,05% 20,36% 20,08% 25,63% 20,89% 23,20% 24,89% 24,85% 21,64% 25,20% 22,06% 27,22% 19,78% 23,24% 22,75% 22,08% 20,41% 11,90% 17,03% 26,51% 21,36% 21,09% 21,99% 18,21% 24,09% 22,41% 22,41% 20,73% 23,39% 16,53%
Progomphus sp2 21 24,94% 24,10% 21,13% 24,74% 24,16% 22,03% 21,09% 22,17% 26,39% 26,43% 20,49% 27,88% 23,63% 30,28% 23,18% 24,98% 21,37% 20,79% 21,72% 13,13% 17,51% 24,33% 22,27% 22,58% 20,45% 22,27% 22,55% 19,19% 23,81% 19,75% 21,01% 17,09%
Tramea cophysa 22 26,47% 18,87% 16,73% 15,86% 17,54% 24,70% 21,79% 16,38% 18,60% 22,62% 17,64% 22,01% 14,84% 20,99% 15,86% 17,39% 19,70% 16,90% 15,23% 19,42% 20,02% 19,77% 17,21% 16,64% 16,39% 19,83% 18,63% 17,23% 19,33% 19,33% 19,83% 15,63%
Acantagrion lancea 23 23,48% 23,84% 20,55% 23,65% 23,42% 27,10% 24,56% 18,64% 24,82% 24,85% 28,39% 22,80% 27,03% 24,29% 26,29% 26,15% 27,69% 19,93% 22,86% 32,96% 29,69% 22,97% 16,18% 20,69% 20,69% 16,49% 17,12% 16,49% 20,69% 17,33% 21,95% 20,48%
Acantagrion minutum 24 33,59% 21,49% 23,06% 23,95% 19,19% 24,55% 22,34% 18,92% 19,88% 22,87% 21,80% 23,71% 27,59% 22,34% 26,96% 21,58% 19,94% 20,15% 23,02% 25,47% 26,57% 19,66% 18,44% 17,25% 20,48% 15,44% 17,47% 18,80% 21,74% 17,96% 23,53% 17,54%
Argia eliptica 25 27,71% 22,57% 22,36% 23,55% 22,74% 27,88% 21,38% 20,86% 23,43% 22,07% 19,14% 20,98% 23,05% 20,18% 24,18% 22,95% 15,50% 19,23% 23,20% 24,97% 27,04% 18,86% 24,39% 19,98% 14,37% 19,75% 17,79% 20,67% 19,41% 16,81% 17,23% 16,89%
Argia modesta 26 33,48% 27,18% 24,72% 21,27% 22,61% 25,36% 22,43% 24,40% 22,61% 24,39% 20,69% 23,19% 26,37% 25,67% 23,12% 25,28% 24,50% 19,80% 20,80% 26,71% 24,16% 18,70% 24,50% 24,91% 16,27% 20,17% 20,73% 21,43% 18,40% 18,91% 18,91% 18,07%
Argia sp1 27 28,35% 16,54% 20,52% 19,57% 18,85% 22,96% 17,22% 16,90% 18,66% 20,33% 19,85% 21,36% 24,68% 24,40% 22,92% 19,58% 25,65% 20,80% 23,61% 20,90% 26,63% 23,04% 18,79% 17,51% 23,12% 23,95% 19,33% 15,55% 19,75% 13,87% 18,91% 12,61%
Coenagrionidae sp1 28 25,44% 23,66% 22,58% 23,16% 25,53% 28,53% 27,15% 19,61% 23,22% 21,74% 27,27% 21,76% 24,99% 18,97% 24,32% 22,95% 22,10% 21,00% 22,55% 29,23% 26,90% 21,49% 19,90% 20,19% 20,39% 24,80% 22,61% 20,59% 19,72% 16,25% 21,43% 19,47%
Enallagma novaehispaniae 29 27,15% 22,24% 17,23% 22,43% 24,34% 23,55% 21,24% 18,54% 26,92% 24,78% 22,95% 23,19% 21,82% 25,67% 24,65% 24,42% 24,95% 20,23% 19,10% 27,07% 22,27% 19,69% 18,70% 21,96% 24,58% 26,03% 17,51% 24,34% 22,61% 18,91% 23,11% 17,65%
Hetaerina rosea 30 28,71% 25,18% 24,17% 25,25% 27,88% 29,78% 25,33% 22,95% 21,91% 25,25% 27,03% 21,45% 25,91% 22,64% 25,79% 25,85% 24,32% 22,34% 24,56% 27,01% 29,11% 22,43% 24,39% 26,14% 22,61% 21,27% 23,17% 22,93% 27,21% 18,15% 23,95% 18,49%
Ishnura capreolus 31 27,28% 21,09% 21,05% 15,86% 21,81% 24,97% 16,90% 18,50% 17,76% 18,16% 22,36% 17,51% 19,58% 21,29% 19,57% 18,82% 22,13% 18,13% 21,25% 24,40% 23,15% 22,35% 19,98% 20,73% 19,23% 22,17% 15,38% 18,47% 21,84% 20,89% 21,43% 15,13%
Neoneura sylvatica 32 26,50% 27,65% 22,57% 27,63% 23,01% 29,53% 24,65% 25,83% 25,13% 26,79% 26,43% 27,22% 28,24% 27,37% 29,47% 28,03% 24,92% 20,69% 28,86% 28,15% 24,69% 23,04% 26,25% 28,53% 19,58% 21,84% 21,90% 25,36% 27,71% 28,95% 25,40% 18,49%





Tabela 5: Matriz de distância intragenérica da ordem Odonata, representadas pelos gêneros que possuíam 




Tabela 6: Matriz de distância intergenérica da ordem Odonata.  Os valores inferiores correspondem ao 




Tabela 7: Média dos valores de distância da ordem Odonata. Os valores foram calculados utilizando um 
modelo evolutivo K2P. Os intervalos foram calculados usando o valor médio mais baixo e mais alto dentro 
de cada conjunto de comparações. 
 
  
SUBORDENS GÊNEROS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Agriogomphus 1 22,27% 19,89% 24,37% 24,37% 25,21% 24,37% 24,79% 22,48% 24,23% 20,59% 25,63% 22,90% 22,27% 23,48% 24,11% 22,69% 23,53% 22,69% 22,27% 21,85%
Brachymesia 2 26,45% 18,49% 17,02% 12,92% 20,90% 15,34% 12,23% 16,70% 19,99% 17,12% 18,70% 19,92% 16,68% 19,51% 19,64% 19,22% 21,32% 18,38% 23,11% 17,54%
Diastatops 3 23,18% 21,24% 16,95% 18,21% 20,87% 14,29% 19,02% 19,12% 19,47% 16,81% 16,25% 18,28% 14,99% 18,87% 19,50% 15,27% 20,59% 18,35% 19,47% 17,37%
Erythemis 4 29,53% 19,30% 19,23% 17,65% 19,33% 19,33% 14,03% 18,28% 20,59% 15,55% 17,65% 19,40% 14,29% 20,38% 19,38% 19,33% 21,43% 14,29% 23,11% 17,65%
Erythrodiplax 5 29,56% 14,20% 20,89% 20,12% 20,59% 15,97% 16,05% 16,81% 21,57% 16,81% 20,17% 18,98% 15,63% 18,43% 19,04% 20,59% 23,11% 18,91% 19,75% 14,71%
Gomphoides 6 31,02% 24,71% 24,59% 22,45% 24,10% 17,23% 20,76% 18,28% 17,93% 16,39% 22,69% 20,31% 21,01% 21,74% 22,27% 20,17% 24,29% 21,01% 24,37% 20,17%
Idiataphe 7 29,53% 17,20% 15,87% 22,35% 17,99% 19,63% 16,89% 19,33% 18,91% 17,23% 17,65% 18,28% 18,91% 20,06% 18,36% 18,49% 21,43% 15,13% 21,01% 17,65%
Micrathyria 8 30,35% 13,35% 21,94% 15,55% 18,06% 24,42% 19,14% 19,50% 18,49% 15,46% 16,64% 21,62% 16,47% 19,29% 19,47% 22,61% 18,99% 15,80% 21,34% 16,72%
Perithemis 9 26,92% 18,96% 22,21% 20,99% 19,08% 21,09% 22,49% 22,66% 21,22% 16,60% 19,54% 20,45% 15,50% 20,33% 19,72% 20,80% 21,55% 16,60% 23,32% 19,96%
Phyllocycla 10 29,46% 23,25% 22,60% 24,09% 25,57% 20,73% 21,83% 21,26% 25,06% 15,13% 19,33% 18,98% 17,31% 20,20% 16,63% 21,15% 20,73% 19,05% 21,15% 18,63%
Phylogomphoides 11 24,12% 19,50% 19,04% 17,44% 19,15% 18,62% 19,60% 17,36% 18,87% 16,97% 15,55% 18,56% 15,13% 17,44% 17,07% 17,65% 19,24% 15,97% 18,07% 16,81%
Planiplax 12 31,49% 21,54% 18,34% 20,12% 23,69% 27,12% 20,12% 18,81% 22,72% 22,37% 17,44% 18,28% 13,78% 19,64% 19,43% 16,81% 20,92% 18,49% 23,95% 18,49%
Progomphus 13 27,47% 23,19% 21,09% 22,55% 22,12% 23,83% 20,99% 25,64% 24,11% 22,06% 21,44% 21,06% 17,27% 23,62% 21,48% 20,80% 23,11% 20,24% 22,20% 16,81%
Tramea 14 26,47% 18,87% 16,73% 15,86% 17,54% 24,70% 21,79% 18,60% 17,39% 19,70% 16,90% 15,23% 19,72% 18,49% 16,97% 17,23% 19,33% 19,33% 19,83% 15,63%
Acantagrion 15 28,53% 22,66% 21,80% 23,80% 21,31% 25,82% 23,45% 22,35% 23,87% 23,82% 20,04% 22,94% 28,68% 21,32% 19,00% 17,65% 21,22% 17,65% 22,74% 19,01%
Argia 16 29,23% 22,97% 22,72% 22,48% 22,22% 26,63% 21,12% 22,63% 23,11% 19,02% 19,57% 22,65% 25,58% 19,34% 22,31% 20,22% 19,20% 16,96% 17,86% 16,65%
Enallagma 17 27,15% 22,24% 17,23% 22,43% 24,34% 23,55% 21,24% 26,92% 24,42% 24,95% 20,23% 19,10% 24,67% 19,69% 20,33% 24,06% 22,61% 18,91% 23,11% 17,65%
Hetaerina 18 28,71% 25,18% 24,17% 25,25% 27,88% 29,78% 25,33% 21,91% 25,85% 24,32% 22,34% 24,56% 28,06% 22,43% 25,26% 22,34% 27,21% 18,15% 23,95% 18,49%
Ishnura 19 27,28% 21,09% 21,05% 15,86% 21,81% 24,97% 16,90% 17,76% 18,82% 22,13% 18,13% 21,25% 23,78% 22,35% 20,36% 19,48% 21,84% 20,89% 21,43% 15,13%
Neoneura 20 26,50% 27,65% 22,57% 27,63% 23,01% 29,53% 24,65% 25,13% 28,03% 24,92% 20,69% 28,86% 26,42% 23,04% 27,39% 20,44% 27,71% 28,95% 25,40% 18,49%
Telebasis 21 25,98% 20,00% 19,84% 20,12% 16,48% 23,55% 20,12% 18,93% 23,24% 21,67% 19,32% 21,32% 19,10% 17,58% 22,24% 19,10% 20,34% 21,47% 16,94% 21,38%
ANISOPTERA
ZYGOPTERA
Comparação Média Range n Média Range n Média Range n
Intraespecífica 0.44 0.00 - 1.72 13 0.42 0.00 - 2.23 9 0.43 0.00 - 2.23 22
Interespecífica 18.43 9.99 - 32.27 22 20.31 13.81 - 28.95 11 23.33 9.99 - 33.59 33
Intragenérica 7.99 - 1 4.43 10.93 - 11.06 2 9.99 7.99 - 11.06 3





Das 33 espécies que foram avaliadas, 12 apresentaram associações 
entre adultos e imaturos, sendo seis delas para Zygoptera: Acantagrion 
minutum, Argia elíptica , Argia modesta, Enallagma novaehispaniae , 
Hetaerina rosea  e Neoneura sylvatica ; e seis para Anisoptera: Diastatops 
obscura, Micrathyria hesperis , Phyllocycla sp1, Planiplax phoenicura , 
Progomphus sp1 e Tramea cophysa. Ainda, foi obtida uma associação entre 
macho e fêmea para Argia sp1. 
O dendograma de NJ apresentou os agrupamentos com valores de 
suporte altos, variando de 99 e 100, para Anisoptera (Figura 14) e Zygoptera 






Figura 14: Representação, em forma de árvore, dos agrupamentos obtidos pelas análises de distância genética da 
subordem Anisoptera, adquirida através do Neighbor-joining de sequências de COI, pelo modelo K2P. O outgroup está 
representado pelos indivíduos destacados em amarelo. Cada táxon está descrito da seguinte forma:    






Figura 15: Representação, em forma de árvore, dos agrupamentos obtidos pelas análises de distância genética da subordem 
Zygoptera, adquirida através do Neighbor-joining de sequências de COI, pelo modelo K2P. O outgroup está representado pelos 
indivíduos destacados em amarelo. Cada táxon está descrito da seguinte foma:                                                                 





Estas associações tiveram valores bem delimitados, apresentando, de 
forma geral, menos de 1% de divergência entre adultos e larvas, da seguinte 
forma: 
1. Acantagrion minutum – associação estabelecida pelo 
compartilhamento de haplótipos entre a larva OD138 e os adultos 
OD051 e OD234 e divergência de 0.26% entre este haplótipo com o 
haplótipo do adulto OD250. 
2. Argia eliptica – associação estabelecida pelo compartilhamento de 
haplótipos entre a larva OD237 e os adultos OD018, OD053, OD084, 
OD085, OD086, OD117 e OD258 e divergência de 0.27% entre este 
haplótipo com o haplótipo dos adultos OD017 e OD054. 
3. Argia modesta – associação estabelecida pelo compartilhamento de 
haplótipos entre a larva OD235 e os adultos OD052 e OD094 e 
divergência de 0.26% deste haplótipo com o haplótipo da larva OD236. 
4. Argia sp1 – Divergência de 0.30% entre o haplótipo do adulto macho 
OD156 e o haplótipo do adulto fêmea OD284. 
5. Enallagma novaehispaniae – associação estabelecida pelo 
compartilhamento de haplótipos entre todos os indivíduos.  
6. Hetaerina rosea – associação estabelecida pelo compartilhamento de 
haplótipos entre as larvas OD238, OD239, OD240 e OD241 e os adultos 
OD001, OD033, OD050 e OD135 e divergência de 0.26% deste 
haplótipo com o haplótipo do adulto OD002; e 0.53% com o haplótipo 





7. Neoneura sylvatica – associação estabelecida pelo compartilhamento 
de haplótipos entre todos os indivíduos.  
8. Diastatops obscura – associação estabelecida pelo compartilhamento 
de haplótipos entre a larva OD169 e os adulto OD115 e divergência de 
2.14% deste haplótipo com o haplótipo do adulto OD116. 
9. Micrathyria hesperis – associação estabelecida pela divergência de 
0.27% entre o haplótipo da larva OD174 e o haplótipo dos adultos 
OD249 e OD254; e de 0.53% com o haplótipo dos adultos OD252 e 
OD253. 
10. Phyllocycla sp1 – associação estabelecida pela divergência de 0.29% 
entre os haplótipos das larvas OD158 e OD159 com o haplótipo do 
adulto OD218. 
11. Planiplax phoenicura – associação estabelecida pela divergência de 
0.26% entre o haplótipo da larva OD176 com o haplótipo dos adultos 
OD263 e OD287. 
12. Progomphus sp1 – associação estabelecida pela divergência de 0.53% 
entre o haplótipo da larva OD164 com o haplótipo dos adultos OD267 e 
OD268. 
13. Tramea cophysa – associação estabelecida pela divergência de 0.26% 
entre o haplótipo das larvas OD184 e OD185 com o haplótipo da larva 
OD187 e do adulto OD282; e divergência de 1.06% com o haplótipo do 







A composição encontrada nas 52 sequências analisadas 
correspondeu a 31% de Adenina, 18% de Citosina, 27% de Guanina e 24% 
de Timina. Dos 395 sítios, 177 foram polimórficos, e 86 parcimoniosamente 
informativos, revelando 30 haplótipos.  
A avaliação das análises intra e interespecíficas mostram que  foi 
possível resgatar 16 espécies e cinco gêneros bem delimitados. Os valores 
de distância intraespecífica (Tabela 7) variaram de 0% até 4.29% para K2P 
e de 0% a 4.13% para p-distance, sendo os maiores valores encontrados 
foram entre Gripopteryx sp4, seguidos de Tupiperla tessellata, 2.82% para 
K2P e 2.75% para p-distance, e Gripopteryx reticulata , com 2.44% para K2P 
e 2.37% para p-distance. Os outros valores ficaram abaixo de 1%. 
A distância interespecífica (Tabela 8) apresentou os valores mais 
baixos variando de 3.89% para K2P e 3.75% para p -distance entre 
Gripopteryx juetah  e Gripopteryx pilosa (ambos Gripopterygidae), e valores 
mais altos entre 39.41% para K2P e 29.82% para p-distance entre 
Gripopteryx cancellata  (Gripopterygidae) e Kempnyia obtusa (Perlidae). O 
valor médio da distância interespecífica foi de 23.15% para K2P e 19.45% 
para p-distance. 
A divergência intragenérica (Tabela 9), considerando duas ou mais 
espécies de um mesmo gênero, variou de 12,83% a 14,63% (K2P) e de 
11,27% a 12,74% (p-distance) para Anacroneuria e Gripopteryx , 
respectivamente. Enquanto a distância entre todos os gêneros (Tabela 10) 





menores valores de distância encontrados foram entre os gêneros 
Paragripopteryx e Tupiperla (ambos Antarctoperlaria), enquanto os maiores 
valores foram entre os gêneros Kempnyia (Arctoperlaria) e Paragripopteryx  
(Antarctoperlaria). Sendo que os valores médios de distância intergenérica 
foram 25,29% (K2P) e 20,98% (p-distance). 
Dentro da subordem Antarctoperlaria foram encontrados valores 
médios de divergência de 16.2% para K2P e 14% para p-distance. Dentro de 
Arctoperlaria os valores ficaram entre 16.7% para K2P e 14.3% para p-
distance. Comparando as duas subordens a média de divergência 
encontrada foi de 25.9% para K2P e 21.5% para p-distance. A Tabela 11 
apresenta um resumo com a média e variação dos valores de distância 
encontrados para cada subordem. 
Tabela 8: Matriz de distância intraespecífica da ordem Plecoptera. (n/c= não computado, devido a 






Tabela 9: Matriz de distância interespecífica da ordem Plecoptera.  Os valores inferiores correspondem 
ao modelo de evolutivo K2P e os valores superiores ao modelo p-distance. 
 
 
Tabela 10: Matriz de distância intragenérica da ordem Plecoptera, representadas pelos gêneros que 
possuíam mais de uma espécie amostrada. 
 
 
Tabela 11: Matriz de distância intergenérica da ordem Plecoptera.  Os valores inferiores correspondem 







Tabela 12: Média dos valores de distância da ordem Plecoptera. Os valores foram calculados utilizando 
um modelo evolutivo K2P. Os intervalos foram calculados usando o valor médio mais baixo e mais alto 




As 16 espécies encontradas foram avaliadas e então diagnosticadas 
apresentando três associações entre adultos e imaturos: Anacroneuria 
flintorum, Anacroneuria sp1 e Gripopteryx reticulata; e quatro associações 
entre macho e fêmea: Anacroneuria debilis , Anacroneuria flintorum , 
Kempnyia petersorum  e Tupiperla tessellata . 
O dendograma de NJ apresentou os agrupamentos com valores de 
suporte altos, variando de 99 e 100,  para a ordem (Figura 16). 
  
Comparação Média Range n Média Range n Média Range n
Intraespecífica 1.72 0.00 - 4.29 9 0.28 0.18 - 0.54 7 1.20 0.00 - 4.29 16
Interespecífica 16.21 3.89 - 23.99 9 16.74 13.29 - 31.26 7 25.91 3.89 - 39.41 16
Intragenérica 13.80 12.97 - 14.63 3 12.77 11.73 - 13.81 2 13.41 12.83 - 14.63 5







Figura 16: Representação, em forma de árvore, dos agrupamentos obtidos pelas análises de distância genética da ordem 
Plecoptera, adquirida através do Neighbor-joining de sequências de COI, pelo modelo K2P. O outgroup está representado 
pelos indivíduos destacados em amarelo. Cada táxon está descrito da seguinte foma:                                                                  






As associações tiveram valores de distância bem delimitados entre os 
indivíduos, da seguinte forma: 
Anacroneuria debilis – associação estabelecida pelo 
compartilhamento de haplótipos entre os adultos machos PLE484 e PLE484 
com os adultos fêmeas PLE479b e PLE480a e divergência de 0.51% destes 
haplótipos com o haplótipo do adulto fêmea PLE480b. 
Anacroneuria flintorum –  associação estabelecida pelo 
compartilhamento de haplótipos entre a larva PLE487a com o adulto macho 
PLE482 e os adultos fêmeas PLE477a, PLE477b, PLE478a, PLE478b, 
PLE479a e divergência de 0.76% com o haplótipo do adulto fêmea PLE481a. 
Anacroneuria sp1 – associação estabelecida pelo compartilhamento 
de haplótipos entre a larva PLE487c e o adulto PLE475b e divergência de 
0.27% deste haplótipo com o haplótipo dos adultos PLE475a e PLE476a; e 
de 0.81% com o haplótipo do adulto PLE476b. 
Gripopteryx reticulata – associação estabelecida pelo 
compartilhamento de haplótipos entre a larva PLE491a com o adulto PLE456  
e divergência de 2.44% deste haplótipo com os haplótipos dos adultos 
PLE490a e PLE490b. 
Kempnyia petersorum – associação estabelecida pelo 
compartilhamento de haplótipos entre o adulto macho PLE463b e o adulto 
fêmea PLE465 e divergência de 0.25% com o haplótipo do adulto macho 
PLE463a. 
Tupiperla tessellata – associação estabelecida pela  divergência de 
2.82% entre o haplótipo do indivíduo adulto macho PLE470 e o haplótipo do 







A composição encontrada nas 48 sequências foi de 38% de Adenina, 
14% de Citosina, 16% de Guanina e 32% de Timina. Dos 585 sítios, 195 
foram polimórficos, 18 singletons  e 177 parcimoniosamente informativos, 
revelando 23 haplótipos. 
A avaliação das análises intra e interespecíficas mostrou que foi 
possível resgatar 10 espécies e 5 gêneros delimitados, com valores 
intraespecíficos abaixo de 1% no geral.  Os valores de distância 
intraespecífica (Tabela 12) variaram de 0% até 2,75% (K2P) e de 0% a 2,66% 
(p-distance), onde os maiores valores foram encontrados em Nectopsyche 
fuscomaculata. Os outros valores ficaram abaixo de 1%. 
A distância interespecífica (Tabela 13) apresentou os valores mais 
baixos variando de 6,91% para K2P e 6,59% para p -distance entre 
Nectopsyche sp2  e Nectopsyche sp3 (ambos Integripalpia), e valores mais 
altos entre 34,53% para K2P e 27,65% para p -distance entre Oecetis sp1 
(Integripalpia) e Synoestropsis grisoli  (Annulipalpia). O valor médio da 
distância interespecífica foi de 24,26% para K2P e 21,60% para p -distance. 
A divergência intragenérica (Tabela 14), considerando duas ou mais 
espécies de um mesmo gênero, variou de 12,58% a 15,24% (K2P) e de 
11,32% a 13,09% (p-distance) para Nectopsyche e Oecetis (ambos 
Leptoceridae), respectivamente. Enquanto a distância entre t odos os 
gêneros (Tabela 15) variou de 19,52% a 33,14% (K2P) e 17,16% e 26,79% 
(p-distance). Os menores valores de distância encontrados foram entre os 





maiores valores foram entre Blepharopus (Annulipalpia) e Oecetis 
(Integripalpia). Sendo que os valores médios de distância intergenérica 
foram 28,29% (K2P) e 23,46% (p-distance). 
Entre a subordem Annulipalpia foram encontrados valores médios de 
divergência de 20.94% para K2P e 15.4% para p-distance. Dentro de 
Integripalpia os valores ficaram entre 18.69% para K2P e 14.7% para p-
distance. Entre as duas subordens a média encontrada foi % 24.26 para K2P 
e 20.1% para p-distance. A Tabela 16 apresenta os valores de distância 
detalhados para cada subordem. 
 
 
Tabela 13: Matriz de distância intraespecífica da ordem Trichoptera. (n/c= não computado, devido a 







Tabela 14: Matriz de distância interespecífica da ordem Trichoptera.  Os valores inferiores correspondem 




Tabela 15: Matriz de distância intragenérica da ordem Trichoptera, representadas pelos gêneros que 




Tabela 16: Matriz de distância intergenérica da ordem Trichoptera.  Os valores inferiores correspondem 







Tabela 17: Média dos valores de distância da ordem Trichoptera. Os valores foram calculados utilizando 
um modelo evolutivo K2P. Os intervalos foram calculados usando o valor médio mais baixo e mais alto 




As 10 espécies foram avaliadas e então diagnosticadas apresentando 
cinco associações entre adultos e imaturos: Blepharopus diaphanus , 
Macronema bicolor, Nectopsyche fuscomaculata , Nectopsyche ortizi  e 
Synoestropsis grisoli ; e uma associações entre macho e fêmea: Nectopsyche 
sp2. 
O dendograma de NJ apresentou os agrupamentos com valores de 
suporte altos para a ordem (Figura 17). 
  
Comparação Média Range n Média Range n Média Range n
Intraespecífica 0.09 0.00 - 0.18 3 0.90 0.26 - 2.75 7 0.61 0.00 - 2.75 10
Interespecífica 20.94 19.05 - 24.46 3 18.69 6.91 - 23.98 7 24.26 6.91 - 34.53 10
Intragenérica 0.09 0.00 - 0.18 3 13.91 12.58 - 15.24 2 5.64 12.58 - 15.24 5







Figura 17: Representação, em forma de árvore, dos agrupamentos obtidos pelas análises de distância genética da ordem 
Plecoptera, adquirida através do Neighbor-joining de sequências de COI, pelo modelo K2P. O outgroup está representado 
pelos indivíduos destacados em amarelo. Cada táxon está descrito da seguinte foma:                                                                             





As associações tiveram valores bem delimitados, apresentando, de 
forma geral, menos de 1% de divergência entre os indivíduos, da seguinte 
forma: 
Blepharopus diaphanus  – associação estabelecida pelo 
compartilhamento de haplótipos entre (1) a larva TR1000 e os adultos 
TR1005 e TR1010; e (2) entre as larvas TR1001 e TR1002  com os adultos 
TR1004, TR1006, TR1008 e TR1012. Média de divergência de 0.26% destes 
haplótipos com os haplótipos de TR1003, TR1009 e TR1011. 
Macronema bicolor  – associação estabelecida pelo 
compartilhamento de haplótipos entre (1) a larva TR1013 e o adul to TR1017; 
e (2) entre a larva TR1014 com os adultos TR1016 e TR1018. Divergência 
de 0.17% entre os dois haplótipos.  
Nectopsyche fuscomaculata  – associação estabelecida pelo 
compartilhamento de haplótipos entre a larva TR1046  com os adultos 
TR1041 e TR1043 e divergência de 0.69% entre este haplótipo com o 
haplótipo dos adultos TR1031, TR1042, TR1044 e TR1045.  
Nectopsyche ortizi – associação estabelecida pelo compartilhamento 
de haplótipos entre a larva TR1047 e os adultos TR1037a, TR1037b, 
TR1038b e TR1038d e divergência de 0.52% entre este haplótipo e o  
haplótipo dos adultos TR1038a e TR1038c. 
Nectopsyche sp2 – associação estabelecida pela divergência de 
0.26% entre ohaplótipo do adulto macho TR1034 e o haplótipo do adulto 
fêmea TR1040. 
Synoestropsis grisoli – associação estabelecida pelo 







A avaliação das divergências intra e interespecíficas de COI mostrou -
se uma excelente ferramenta para a delimitação de espécies de insetos 
aquáticos, tanto para as associações entre os estágios de desenvolvimento 
quanto entre macho e fêmea, corroborando os trabalhos prévios que 
apontaram a eficácia deste marcador para os estudos taxonômicos (e.g. 
Smith et al. 2005; Monaghan et al. 2005; Ward et al. 2005; Vences et al. 2005; Kerr et 
al. 2007; Webb et al. 2012; Hebert et al. 2003, 2004a, 2004b). 
Observando os resultados encontrados em todas as ordens os valores 
intraespecíficos estiveram bem delimitados, mostrando valores abaixo de 3% 
para a maioria das espécies, estes resultados corroboram os achados de 
Webb et al (2012). A única excessão foi observada em Plecoptera, que 
apresentou sobreposição dos valores quando Gripopteryx sp4 foi 
considerado como um único morfotipo. 
Esta sobreposição dos níveis de variação intra e interespecíficos é 
uma das críticas mais frequentes na utilização do COI como delimitador de 
espécies. Moritz & Cicero (2004) afirmaram que a sobreposição é bastante 
frequente quando muitos táxons proximamente relacionados são incluídos 
no estudo, prejudicando a eficácia do método. Em gastrópodes, por exemplo, 
Meyer & Paulay (2005) encontraram ampla sobreposição das distâncias 
intraespecíficas com as distâncias interespecíficas . Eles caracterizaram o 
barcode como uma ferramenta ineficiente quando utilizada para delinear 





taxonomicamente pouco estudados, devendo ser somente utilizada se 
baseados em sólidos fundamentos taxonômicos . 
Silva (2014) também encontrou sobreposição de valores intra e 
interespecíficos no estudo com indivíduos da ordem Plecoptera, onde 
observou divergência intraespecífica de até 15% para a o rdem, no qual, 
fatores como isolamento reprodutivo e geográfico foram levantados como 
possíveis motivos das altas divergências encontradas. Este estudo tratou o 
barcode como uma alternativa prática para associação e delimitação de 
espécies, entretanto, ressaltou que tais análises moleculares devem ser 
utilizadas somente na taxonomia integrativa e trará resultados ainda mais 
robusto quando associados à outras técnicas de delimitação de espécies.  
No presente estudo, a espécie que ocasionou a sobreposição de 
valores em Plecoptera, Gripopteryx sp4, possuia apenas dois exemplares 
para as análises, ambos em estágio larval, o que impossibilita conclusões 
taxonômicas mais robustas, sendo necessário a utilização de mais 
espécimes, principalmente adultos machos, para definições mais claras a 
respeito destes valores de divergência. Principamente devido ao segundo 
valor mais alto de divergência intraespecífica, encontrado em Plecoptera, 
ser de 2.82%, para Tupiperla tessellata . Isso, portanto, pode indicar que os 
espécimes definidos como Gripopteryx sp4 possam na verdade se tratar de 
espécies crípticas, outros estudos com DNA barcode revelaram a existência 
de espécies crípticas para vários táxons, inclusive em insetos (Hebert et al 
2004a, Smith et al 2005, Smith et al 2008b). 
É importante ressaltar que os resultados bem delimitados de va lores 





proximidade geográfica em que os espécimes analisados se encontravam, 
devido as capturas terem ocorrido em um mesmo local ou locais muito 
próximos. Isso facilitaria a chance de coleta de indivíduos aparentados ou 
apresentando elevado fluxo gênico, influenciando assim na obtenção de 
valores de distâncias genéticas intraespecíficas baixos. Como foi observado 
por Bergsten (2012) em estudos com indivíduos da ordem Coleoptera, onde 
ele mostrou que a divergência genética intra e interespecífica tende a variar 
de acordo com a proximidade geográfica das amostras coletadas. Desta 
forma, seria plausível esperar que valores intraespecíficos mais altos sejam 
encontrados à medida que indivíduos provenientes de localidades 
geográficas distantes sejam analisados (Bergsten 2012). A comparação com 
material proveniente de outras áreas não foi possível pela inexistência 
desses dados na literatura, e consequentemente no GenBank.  
 
4.1 AS ASSOCIAÇÕES 
Na ordem Odonata, das 12 espécies em que houve associação entre 
os estágios de desenvolvimento, quatro não possu iam o estágio imaturo 
descrito na literatura: Acantagrion minutum, Argia elíptica, Argia modesta e 
Neoneura sylvatica . Em seis já haviam associações e estas foram 
confirmadas: Diastatops obscura (Santos et al., 1993; associação por 
criação em laboratório) Enallagma novaehispaniae (Novelo-Gutiérrez 2005; 
associação por criação em laboratório), Hetaerina rósea (Pessacq & Muzón 
2004; associação por criação em laboratório) , Micrathyria hesperis (Assis & 
Costa 1994; associação por metamorfótipo), Planiplax phoenicura  (Irineu de 





(associação por criação em laboratório) ; e em duas associações não foi 
possível chegar ao nível de espécie: Phyllocycla sp1 e Progomphus sp2. 
Em Plecoptera, das 16 espécies obtidas, três apresentaram 
associação entre os estágios de desenvolvimento. Anacroneuria flintorum  
tem a sua primeira associação neste trabalho, pois ainda não há a descrição 
do estágio imaturo descrito na literatura; uma delas foi confirmada, 
Gripopteryx reticulata  (Froehlich 1990; associação por morfologia); e uma 
associação não foi possível a identificação do adulto a nível de espécie, 
Anacroneuria sp1. 
Para Trichoptera, das 11 espécies obtidas, cinco espécies 
apresentaram associação entre larva e adulto, sendo que quatro não 
possuem o estágio larval descrito: Macronema bicolor , Nectopsyche 
fuscomaculata, Nectopsyche ortizir e Synoest ropsis grisoli ; e uma já 
descrita: Blepharopus diaphanus  (Flint & Wallace 1980; associação por 
metamorfótipo). 
As associações obtidas em todas as ordens, de uma forma geral, 
apresentaram valores de divergência intraespecífica abaixo de 1%, o que 
caracteriza o COI como um eficiente marcador mitocondrial para delimitação 
destas espécies. Porém, a sua utilização pode ser comprometida quando há 
algum tipo de inconsistência taxômica, como foi o caso de Gripopteryx sp4 
em Plecoptera, onde o baixo número de exemplares amostrados 
impossibilitou a definição taxonômica das amostras e, por consequência, 
dificultou a obtenção de valores de divergências mais concretos. Isso reforça 





alfa, pois desta forma, insconsistências obtidas em uma das ferramentas 








O uso de sequências do DNA barcode em insetos aquáticos se 
mostrou válido, pois apresentou resultados claros para a delimitação de 
espécies, atuou em conjunto com a taxonomia alfa e reforçou a importância 
da taxonomia integrativa em estudos de delimitação de espécies.  
Os valores de distância genética, que expressaram a variação 
intraespecífica e os agrupamentos recuperados nas árvores de NJ , se 
mostraram bem delimitados pelo intervalo existente entre estes e os valores 
interespecíficos, o que reafirma o sucesso do emprego de sequências de 
COI na delimitação de espécies. 
Os valores intra e interespecíficos se mantiveram constantes para 
todas as ordens analisadas, mantendo um limiar com máxima de 3% em 
praticamente todas as análises observadas, corroborando assim trabalhos 
prévios que sustentavam esse valor entre os limites das variações intra e 
interespecíficas. A única excessão foi observada em Plecoptera, porém a 
falta de mais espécimes para comparação taxonômica impossibilitou a 
obtenção de um resultado mais exato para a ordem.  
Os resultados obtidos aqui revelaram que o DNA barcode pode ser 
uma ferramenta precisa nas identificações taxonômicas para a maioria das 
espécies de insetos aquáticos.  Este trabalho traz as primeiras contribuições 
e investigações usando o barcode como ferramenta na taxonomia dos  





A partir deste estudo espera-se que sejam disponibilizadas 
sequências com anotações taxonômicas corretas e atualizadas, que poderão 
servir como base para futuros estudos taxonômicos, sistemáticos, 
evolutivos, ecológicos e ambientais. 
Espera-se que este estudo seja apenas o primeiro passo para se 
compreender tamanha biodiversidade e diminuir as lacunas taxonômicas que 
englobam este grupo. Além disso, a partir da disponibilidade de uma 
biblioteca com as sequências de barcode há possibilidade de assimilações 
corretas entre os estágios de vida até então desconhecidos para a ciência e 
entre indivíduos machos e fêmeas de uma mesma espécie.  
Serão disponibilizadas 221 sequências ao banco de DNA-barcode, 
representantes de 59 espécies identificadas por especialistas das áreas, 
além de quatro novas associações entre estágios de desenvolvimento em 
Odonata, uma em Plecoptera e quatro em Trichoptera, totalizando nove 
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